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Patentansprliche 

1. Isoliertes Nukleinsauremolekiil aus Corynebacterium glutami- 
cum, das ein MCP-Protein oder einen Abschnitt davon codiert. 

2. Isoliertes Nukleinsauremolekiil nach Anspruch 1, wobei das Nu- 
kleinsauremolekiil ein MCP-Protein codiert, das an der Produk- 
tion einer Feinchemikalie beteiligt ist. 

3. Isoliertes Nukleinsauremolekiil aus Corynehacterium glutami- 
cum, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus den in Anhang A 
aufgef iihrten Sequenzen, oder einem Abschnitt davon. 

15 4. Isoliertes Nukleinsauremolekiil, das eine Polypeptidsequenz 

codiert, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus den in An- 
hang B angegebenen Sequenzen. 

5. Isoliertes Nukleinsauremolekiil, das eine natiirlich vorkom- 
20 mende allelische Variante eines Polypeptides codiert, ausge- 
wahlt aus der Gruppe von Aminosauresequenzen, bestehend aus 
den in Anhang B aufgef iihrten Sequenzen. 

6. Isoliertes Nukleinsauremolekiil, umfassend eine Nukleotidse- 
25 quenz, die zu mindestens 50% zu einer Nukleotidsequenz , aus- 
gewahlt aus der Gruppe, bestehend aus den in Anhang A angege- 
benen Sequenzen, oder einem Abschnitt davon homolog ist. 

7. Isoliertes Nukleinsauremolekul , umfassend ein Fragment mit 
30 mindestens 15 Nukleotiden einer Nukleinsaure, umfassend eine 

Nukleotidsequenz, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus 
den in Anhang A angegebenen Sequenzen. 

8. Isoliertes Nukleinsauremolekiil, das unter stringenten Bedin- 
35 gungen an ein Nukleinsauremolekiil nach einem der Anspriiche 

1-7 hybridisiert . 

9. Isoliertes Nukleinsauremolekiil, umfassend das Nukleinsauremo- 
lekiil nach einem der Anspriiche 1-8 oder einen Abschnitt davon 

40 und eine Nukleotidsequenz, die ein heterologes Polypeptid co- 

diert . 
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10. Vektor, umfassend das Nukleinsauremolekul nach einem der An- 
sp ruche 1-9. 

11. Vektor nach Anspruch 10, welcher ein Expressionsvektor ist. 

5 

12. Wirtszelle, die mit dem Expressionsvektor nach Anspruch 11 
transfiziert ist. 

13. Wirtszelle nach Anspruch 12, wobei die Zelle ein Mikroorga- 
10 nismus ist. 

14. Wirtszelle nach Anspruch 13, wobei die Zelle zur Gattung Co- 
rynebacterium oder Brevijbacterium gehort . 

15 15. Wirtszelle nach Anspruch 12, wobei die Expression des 

Nukleinsauremolekiils eine Modulation der Produktion einer 
Feinchemikalie von der Zelle bewirkt. 

16. Wirtszelle nach Anspruch 15, wobei die Feinchemikalie ausge- 
20 wahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus organischen Sauren, 

proteinogenen und nichtproteinogenen Aminosauren, Purin- und 
Pyrimidinbasen, Nukleosiden, Nukleotiden, Lipiden, gesattig- 
ten und ungesattigten Fettsauren, Diolen, Kohlehydraten, aro- 
matischen Verbindungen, Vitaminen, Cofaktoren und Enzymen. 

25 

17. Verfahren zur Herstellung eines Polypeptides, umfassend das 
Ziichten der Wirtszelle nach Anspruch 12 in einem geeigneten 
Kulturmedixim, um so das Polypeptid zu produzieren. 

30 18; Isoliertes MCP-Polypeptid aus Corynehacterium glutamicum oder 
ein Abschnitt davon. 

19. Polypeptid nach Anspruch 18, wobei das Polypeptid an der Pro- 
duktion einer Feinchemikalie beteiligt ist. 

35 

20. Isoliertes Polypeptid, -umfassend eine Aminosauresequenz , aus- 
gewahlt aus der Gruppe, bestehend aus den in Anhang B angege- 
benen Sequenzen. 

40 21. Isoliertes Polypeptid, umfassend eine natiirlich vorkommende 

allelische Variante eines Polypeptides, umfassend eine Amino- 
sauresequenz, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus den in 
T^hang B angegebenen Sequenzen, oder einen Abschnitt davon. 



,45 22. 



Isoliertes Polypeptid nach einem der Anspriiche 18-21, das zu- 
dem heterologe Aminosauresequenzen umfaSt. 
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23. Isoliertes Polypeptide das von einem Nukleinsauremolekiil co- 
diert wird, xomfassend eine Nukleotidsequenz , die mindestens 
zu 50% homolog zu einer Nukleinsaure ist, ausgewahlt aus der 
Gruppe, bestehend aus den in Anhang A angegebenen Sequenzen. 

5 

24. Isoliertes Polypeptid, umfassend eine Aminosauresequenz , die 
mindestens zu 50% homolog zu einer Aminosauresequenz ist, 
ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus den in Anhang B an- 
gegebenen Sequenzen. 

10 

25. Verfahren zur Herstellung einer Feinchemikalie, umfassend das 
Ziichten einer Zelle, die einen Vektor nach Anspruch 12 ent- 
halt, so daS die Feinchemikalie produziert wird. 

15 26. Verfahren nach Anspruch 25, wobei das Verfahren zudem den 
Schritt Gewinnen der Feinchemikalie aus der Kultur umf aSt . 

27. Verfahren nach Anspruch 25, wobei das Verfahren zudem den 
Schritt Transf izieren der Zelle mit dem Vektor nach Anspruch 

20 11 umfaSt, so daS eine Zelle erhalten wird, die den Vektor 

enthalt . 

28. Verfahren nach Anspruch 2 5, wobei die Zelle zur Gattung Cory- 
nehacterium oder Brevihacterixm geh5rt. 

25 

29. Verfahren nach Anspruch 25, wobei die Zelle ausgewahlt ist 
aus der Gruppe, bestehend aus: Coryn ei)acter iu/n glutamicxxm, 
Corynehacterium herculis , Corynebacterium lilium, Corynebac- 
terium acetoacidophilum, Corynebacterium acetoglutamicum, Co- 

30 rynejbacteriujn acetophilum, Corynebacterium ammoniagenes , Co- 

rynebacterium fujiokense, Corynebacterium nitrilophilus , Bre- 
vibacterium ammoniagenes , Brevibacterium butanicum, Brevibac- 
terium divaricatum, Brevibacterium flavum, Brevibacterium 
healii, Brevibacterium ketoglutamicum, Brevibacterium ketoso- 

35 reductum, Brevibacterium lactofermentum, Brevibacterium li- 

nens, Brevibacterium paraffinolyticum und den in Tabelle 3 
angegebenen Stammen. 

30. Verfahren nach Anspruch 25, wobei die Expression des Nuklein- 
40 sauremolekuls von dem Vektor die Modulation der Produktion 

der Feinchemikalie bewirkt. 

31. Verfahren nach Anspruch 25, wobei die Feinchemikalie ausge- 
wahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus : organischen Sauren, 

.45 proteinogenen und nichtproteinogenen Aminosauren, Purin- und 

Pyrimidinbasen, Nukleosiden, Nukleotiden, Lipiden, gesattig- 
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ten und ixngesattigten Fettsauren, Diolen, Kohlehydraten, aro- 
matischen Verbindungen, Vitaminen, Cofaktoren und Enzymen. 

32. Verfahren nach Anspruch 25, wobei die Feinchemikalie eine 
5 Aminosaure ist. 

33. Verfahren nach Anspruch 32, wobei die Aminosaure aus der 
Gruppe stammt, bestehend aus: Lysin, Glutamat, Glutamin, Ala- 
nin, Aspartat, Glycin, Serin, Threonin, Methionin, Cystein, 

10 Valin, Leucin, Isoleucin, Arginin, Prolin, Histidin, Tyrosin; 

Phenylalanin und Tryptophan. 

34. Verfahren zur Herstellung einer Feinchemikalie, umfassend das 
Ziichten einer Zelle, deren genomische DNA durch EinschluJ^ ei- 

15 nes Nukleinsauremolekiils nach einem der Anspriiche 1-9 veran- 

dert worden ist. 



20 



25 



30 



35 



40 
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CODIERENDE GENE NEUER PROTEINE VON CORYNEBACTERIUN GLUTAMICUM 



Hintergriind der Erfindung 

5 

Bestimmte Produkte und Nebenprodukte von natiirlich vorkommenden 
Stof fwechselprozessen in Zellen werden in vielen Industriezweigen 
verwendet, einschlieSlich der Nahrungsmittel-, Futtermittel- , 
Kosmetik- und pharmazeutischen Industrie. Diese Molektile, die ge- 

10 meinsam als "Feinchemikalien" bezeichnet werden, umfassen organi- 
sche Sauren, sowohl proteinogene als auch nicht-proteinogene Ami- 
nosauren, Nukleotide und Nukleoside, Lipide und Fettsauren, 
Diole, Kohlehydrate, aromatische Verbindiingen, Vitamine und Co- 
faktoren sowie Enzyme. Ihre Produktion erfolgt am besten mittels 

15 Anzucht von Bakterien im GroEmaSstab, die entwickelt wurden, urn 
groSe Mengen des jeweils gewiinschten Molekiils zu produzieren und 
sezernieren. Ein fiir diesen Zweck besonders geeigneter Organismus 
ist Corynebacterium glutamicum, ein gram-positives, nicht-patho- 
genes Bakterium. fiber Stammselektion ist eine Reihe von Mutanten- 

20 stammen entwickelt worden, die ein Sortiment wunschenswerter Ver- 
bindiingen produzieren. Die Auswahl von Stammen, die hinsichtlich 
der Produktion eines bestimmten Molekiils verbessert sind, ist je- 
doch ein zeitaufwendiges und schwieriges Verfahren. 



25 Zusammenf assung der Erfindung 



Diese Erfindung stellt neuartige Nukleinsauremolekiile bereit, die 
sich zur Identif izierung oder Klassif izierung von Corynebacterium 
glutamicum oder verwandten Bakterienarten veirwenden lassen. C. 

30 glutamicum ist ein gram-positives, aerobes Bakterium, das in der 
Industrie fiir die Produktion im Grofimafistab einer Reihe von Fein- 
chemikalien und auch zum Abbau von Kohlenwasserstof f en (bspw. 
beim Uberlaufen von Rohol) und zur Oxidation von Terpenoiden ge- 
meinhin verwendet wird. Die Nukleinsauremolekiile konnen daher zum 

35 Identif izieren von Mikroorganismen eingesetzt werden, die sich 
zur Produktion von Feinchemikalien, bspw. durch Fermentationsver- 
fahren, verwenden lassen. C. glutamicum selbst ist zwar nicht-pa- 
thogen, jedoch ist es mit anderen Corynebacterium-Arten, wie Co- 
rynebacterium diphtheriae (dem Erreger der Diphtherie) verwandt, 

40 die bedeutende Pathogene beim Menschen sind. Die Fahigkeit, das 
Vorhandensein von Corynebacterium-Arten zu identif izieren, kann 
daher auch eine signifikante klinische Bedeutung haben, z.B. bei 
diagnostischen Anwendungen. Diese Nukleinsauremolekiile konnen zu- 
dem als Bezugspunkte zur Kartierung des C. gi u tami cum-Genoms oder 

45 von Genomen verwandter Organismen dienen. 
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Diese neuen Nukleinsauremolekiile codieren Proteine, die hier als 
Marker- und Feinchemikaliensroduktions- (MCP-) Proteine bezeich- 
net werden. Diese MCP-Proteine konnen bspw. direkt Oder indirekt 
an der Produktion einer Oder mehrerer Feinchemikalien in C. glu- 
5 tamicum beteiligt sein. Die erf indungsgemaSen MCP-Proteine konnen 
auch am Abbau von Kohlenwasserstof f en oder an der Oxidation von 
Terpenoiden beteiligt sein. Diese Proteine lassen sich zur Iden- 
tifikation von Corynebacterium glutamicum oder von zu C. glutami- 
cum verwandten Organismen verwenden; das Vorliegen eines fiir C. 

10 glutamicum und verwandte Arten spezifischen MCP-Proteins in einem 
Proteingemisch kann auf das vorliegen eines dieser Bakterien in 
der Probe hindeuten. Ferner konnen diese MCP-Protein Homologa in 
Pflanzen oder Tieren aufweisen, die an einem Erkrankungszustand 
Oder einem Leiden beteiligt sind; so konnen diese Proteine als 

15 nutzliche pharmazeutische Ziele fiir das Arzneimittel-Screening 
und die Entwicklung therapeutischer Verbindungen dienen. 

Aufgrund der Verf iigbarkeit von in Corynebacterium glutamicum ver- 
wendbaren Klonierungsvektoren, wie bspw. offenbart in Sinskey et 

20 al . , US-Patent Nr. 4 649 119, und von Techniken zur genetischen 
Manipulation von C. glutamicum und den veirwandten Brevihacterium- 
Arten (z.B. lactofermentum) (Yoshihama et al., J. Bacteriol. 
162:591-597 (1985); Katsumata et al . , J. Bacteriol. 159:306-311 
(1984); und Santamaria et al . J. Gen. Microbiol. 130:2237-2246 

25 (1984)), lassen sich die erf indungsgemaSen Nukleinsauremolekiile 
zur genetischen Manipulation dieses Organismus verwenden, um die 
Produktion einer oder mehrerer Feinchemikalien zu modulieren. 
Diese Modulation kann aufgrund einer direkten Auswirkung der Ma- 
nipulation eines erf indungsgemaSen Gens oder aufgrund einer indi- 

30 rekten Auswirk\ing einer solchen Manipulation erfolgen. Bspw. kann 
man durch Modifikation der Aktivitat eines Proteins, das an der 
Biosynthese oder am Abbau einer Feinchemikalie beteiligt ist, 
(d.h. durch Mutagenese des entsprechenden Gens) die Fahigkeit der 
Zelle zur Synthese oder z\am Abbau dieser Verbindung direkt modu- 

35 lieren, wodurch die Ausbeute und/oder Effizienz der Produktion 
der Feinchemikalie moduliert wird. Ebenso kann man durch Modula- 
tion der Aktivitat eines Proteins, das einen Feinchemikalien- 
Stof fwechselweg reguliert, direkt beeinf lussen, ob die Produktion 
der gewiinschten Verbindung hoch- oder herunterreguliert wird, was 

40 beides die Ausbeute oder Effizienz der Produktion der Feinchemi- 
kalie von der Zelle moduliert. 



Die indirekte Modulation der Feinchemikalienproduktion kann auch 
durch Modifikation der Aktivitat eines erf indungsgemaSen Proteins 
•45 (d.h. durch Mutagenese des entsprechenden Gens) erfolgen, so daS 
die Fahigkeit der Zelle, zu wachsen und sich zu teilen oder le- 
bensfahig und produktiv zu bleiben, insgesamt erhoht ist. Die 



BASF Aktiengesellsclia£t 



992914 



O.Z. 0050/50697 DE 



3 

Produktion von Feinchemikalien aus C. glutamicum wird gewohnlich 
durch Fermentationskultur im GrofimaSstab dieser Mikroorganismen 
erzielt, Bedingungen, die fur das Wachstum und die Zellteilung 
haufig sioboptimal sind. Durch Verandern eines erf indungsgemaSen 
5 Proteins (z.B. eines StreSreaktionsproteins, eines Zellwandpro- 
teins Oder eines Proteins, das am Stoffwechsel von Verbindungen 
beteiligt ist, die fur das Auftreten von Zellteilung und -Wachs- 
tum notig sind, wie Nukleotide und Aminosauren) , so daS ein bes- 
seres tiberleben, Wachsen und Vermehren in diesen Beding\ingen mog- 

10 lich ist, kann es moglich sein, die Anzahl und die Produktivitat 
dieser veranderten C. giutamicuni-Zellen in Kulturen im GroSmaE- 
stab zu steigern, was wiederum zu gesteigerten Ausbeuten und/oder 
zu gesteigerter Effizienz der Produktion einer oder mehrerer ge- 
wiinschter Feinchemikalien fuhren sollte. Ferner sind die Stoff- 

15 wechselwege einer Zelle notwendigerweise voneinander abhangig und 
co-reguliert . Durch Andern der Aktivitat irgendeines Stoffwech- 
selwegs in C. glutamicum (d.h. durch Andern der Aktivitat eines 
der erf indungsgemaSen Proteine, das an einem solchen Weg betei- 
ligt ist) ist es moglich, gleichzeitig die Aktivitat oder Regula- 

20 tion eines anderen Stof fwechselwegs in diesem Mikroorganismus zu 
andern, der direkt an der Synthese oder am Abbau einer Feinchemi- 
kalie beteiligt sein kann. 



Diese Erfindung stellt neue Nukleinsauremolekiile bereit, die Pro- 
25 teine codieren, die hier als MCP-Proteine bezeichnet werden und 
bspw die Produktion oder Effizienz der Produktion einer oder meh- 
rerer Feinchemikalien in C. glutamicum modulieren oder als Iden- 
tif ikationsmarker fiir C. glutamicum oder verwandte Organismen 
dienen konnen. Nukleinsauremolekiile, die ein MCP-Protein codie- 
30 ren, werden hier als MCP-Nukleinsauremolekiile bezeichnet. Bei ei- 
ner bevorzugten Aus fuhrungs form kann das MCP-Protein die Produk- 
tion Oder Effizienz der Produktion einer oder mehrerer Feinchemi- 
kalien in C. glutamicum modulieren oder als Ident if ikationsmarker 
fiir C. glutamicum oder verwandte Organismen dienen. Beispiele fiir 
35 solche Proteine sind diejenigen, die von den in Tabelle 1 angege- 
benen Genen codiert werden. 



Ein Aspekt der Erfindung betrif ft folglich isolierte Nukleinsau- 
remolekiile (bspw. cDNAs) , lomfassend eine Nukleotidsequenz, die 
40 ein MCP-Protein oder biologisch aktive Abschnitte davon codiert, 
sowie Nukleinsauref ragmente, die sich als Primer oder Hybridisie- 
rungssonden zum Nachweis oder zur Amplif ikation von MCP-codieren- 
der Nukleinsaure (bspw. DNA oder mRNA) eignen. Bei besonders be- 
vorzugten Ausf iihrungsf ormen umfaSt das isolierte Nukleinsauremo- 
' 45 lekiil eine der in Anhang A auf gef iihrten Nukleotidsequenzen oder 
den codierenden Bereich einer dieser Nukleotidsequenzen oder ein 
Komplement davon. In anderen besonders bevorzugten Ausfiihrungs- 
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formen umfaSt das erf indungsgemaSe isolierte Nukleinsauremolekiil 
eine Nukleotidsequenz , die an eine in Anhang A angegebene Nukleo- 
tidsequenz hybridisiert Oder mindestens zu etwa 50%, vorzugsweise 
mindestens zu etwa 60%, starker bevorzugt mindestens etwa 70%, 
5 80% Oder 90% und noch starker bevorzugt mindestens etwa 95%, 96%, 
97%, 98%, 99% Oder noch homologer dazu ist, oder einen Abschnitt 
davon. In anderen bevorzugten Ausfiihrungsf ormen codiert das iso- 
lierte Nukleinsauremolekiil eine der in Anhang B aufgefiihrten Ami- 
nosauresequenzen. Die bevorzugten erf indungsgemaSen MCP-Proteine 
10 besitzen ebenfalls vorzugsweise mindestens eine der hier be- 
schriebenen MCP-Aktivitaten. 



Bei einer weiteren Ausf uhrungsf orm codiert das isolierte Nuklein- 
sauremolekule ein Protein oder einen Abschnitt davon, wobei das 

15 Protein oder sein Abschnitt eine Aminosauresec[uenz enthalt, die 
zu einer Aminsosauresequenz in Anhang B hinreichend homolog ist, 
bspw, zu einer Aminsosauresequenz in Anhang B derart hinreichend 
homolog ist, daS das Protein oder sein Abschnitt eine MCP-Aktivi- 
tat behalt. Vorzugsweise behalt das von dem Nukleinsauremolekiil 

20 codierte Protein oder der Abschnitt davon die Fahigkeit, die Pro- 
duktion oder Effizienz der Produktion einer oder mehrerer Fein- 
chemikalien in C. glutamicum zu modulieren oder als Identif ikati- 
onsmarker fiir C. glutamicum oder verwandte Organismen zu dienen. 
Bei einer Ausfiihrungsf orm ist das von dem Nukleinsauremolekiil co- 

25 dierte Protein mindestens etwa 50%, vorzugsweise mindestens etwa 
60% und starker bevorzugt mindestens etwa 70%, 80% oder 90% und 
am starksten bevorzugt mindestens etwa 95%, 96%, 97%, 98% oder 
99% Oder noch homologer zu einer Aminosauresequenz in Anhang B 
(bspw. einer vollstandigen Aminosauresequenz, ausgewahlt aus den 

30 in Anhang B genannten Sequenzen) . Bei einer weiteren bevorzugten 
Ausf iihrungsf orm ist das Protein ein C. gluta/nicu/n-Vollangenpro- 
tein, das zu einer vollstandigen Aminosauresequenz in Anhang B 
(die von einem in Anhang A gezeigten offenen Leseraster codiert 
wird) im wesentlichen homolog ist. 

35 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orm stammt das iso- 
lierte Nukleinsauremolekiil aus C. glutamicum und codiert ein Pro- 
tein (z.B. ein MCP-Fusionsprotein) , das eine biologisch aktive 
Domane umfaSt, die zu einer der Aminosauresequenzen in Anhang B 

40 zumindest zu etwa 50% oder starker homolog ist und die Ausbeute, 
Produktion und/oder Effizienz der Produktion einer oder mehrerer 
Feinchemikalien in C. glutamicum modulieren, Kohlenwasserstof f e 
abbauen, Terpenoide oxidieren, als Ziel fiir Arzneimittelentwick- 
lung dienen oder als Identif ikationsmarker fiir C. glutamicum oder 

'45 verwandte Organismen dienen kann und auch heterologe Nukleinsau- 



BASF Akt:iengesellsclia£t: 



992914 



O.Z. 0050/50697 DE 



5 

resecjuenzen enthalt, die ein heterologes Polypeptid Oder regula- 
torische Bereiche codieren. 

Bei einer weiteren Ausf lihrungsf orm ist das isolierte Nukleinsau- 
5 remolekul mindestens 15 Nukleotide lang und hybridisiert unter 
stringenten Bedingungen an ein Nukleinsauremolekul , das eine Nu- 
kleotidsequenz aus Anhang A umfaSt. Das isolierte Nukleinsauremo- 
lekul entspricht vorzugsweise einem natiirlich vorkommenden Nu- 
kleinsauremolekul. Die isolierte Nukleinsaure codiert starker be- 
10 vorzugt ein natiirlich vorkommendes C. griuta/nicu/n-MCP- Protein oder 
einen biologisch aktiven Abschnitt davon. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft Vektoren, bspw. 
rekombinante Expressionsvektoren, die die erf indungsgemaSen Nu- 

15 kleinsauremolekiile enthalten, und Wirtszellen, in die diese Vek- 
toren eingebracht worden sind. Bei einer Ausf iihrungs form wird 
diese Wirtszelle zur Herstellung eines MCP-Proteins verwendet, 
indem die Wirtszelle in einem geeigneten Medium geziichtet wird. 
Das MCP-Protein kann dann aus dem Medium oder der Wirtszelle iso- 

20 liert werden. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft einen genetisch veran- 
derten Mikroorganismus, bei dem ein MCP-Gen eingebracht oder ver- 
andert worden ist. Das Genom des Mikroorganismus ist bei einer 

25 Ausf lihrungsf orm durch Einbringen eines erf indungsgemaSen Nuklein- 
sauremolekiils verandert worden, das die MCP-Wildtyp- oder die mu- 
tierte MCP-Secjuenz als Transgen codiert. Bei einer anderen Aus- 
fuhrungsform ist ein endogenes MCP-Gen im Genom des Mikroorganis- 
mus durch homologe Rekombination mit einem verandert en MCP-Gen 

30 verandert, z.B. funktionell disrxompiert , worden. Der Mikroorga- 
nismus gehort bei einer bevorzugten Ausf iihrungs form zur Gattung 
Corynehacterium oder Brevibacterium, wobei Corynehacterium gluta- 
micum besonders bevorzugt ist. Der Mikroorganismus wird in einer 
bevorzugten Ausf iihrungs form auch zur Herstellung einer gewiinsch- 

35 ten Verbindung, wie einer Aminosaure verwendet, wobei Lysin be- 
sonders bevorzugt ist. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft ein isoliertes MCP- 
Protein Oder einen Abschnitt, bspw. einen biologisch aktiven Ab- 
40 schnitt, davon. Das isolierte MCP-Protein oder sein Abschnitt 

kann in einer bevorzugten Ausf iihrungs form die Produktion oder Ef- 
fizienz der Produktion einer oder mehrerer Feinchemikalien in C. 
glutamicxmi modulieren oder als Identif ikationsmarker fiir C. glu- 
tamicum oder verwandte Organismen dienen. Bei einer weiteren be- 
• 45 vorzugten Ausf iihrungs form ist das isolierte MCP-Protein oder ein 
Abschnitt davon hinreichend homolog zu einer Aminosauresequenz 
von Anhang B, so daS das Protein oder sein Abschnitt die Fahig- 
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keit behalt, bspw. die Produktion oder Effizienz der Produktion 
einer Oder mehrerer Feinchemikalien in C. glutamicum zu modulie- 
ren oder als Identif ikationsmarker fur C. glutamicum oder ver- 
wandte Organismen zu dienen. 

5 

Die Erf induing betrifft zudem ein isoliertes MCP-Proteinpraparat . 
Das MCP-Protein umfaSt bei bevorzugten Ausfiihrungsf ormen eine 
Aminosauresequenz aus Anhang B. Bei einer weiteren bevorzugten 
Ausf uhrungsf orm betrifft die Erfindung ein isoliertes Vollangen- 

10 protein, das zu einer vollstandigen Aminosauresequenz aus T^nhang 
B (welche von einem offenen Leseraster in Anhang A codiert wird) 
im wesentlichen homolog ist. Bei einer weiteren Ausf uhrungsf orm 
ist das Protein mindestens zu etwa 50%, vorzugsweise mindestens 
zu etwa 60%, starker bevorzugt mindestens etwa 70%, 80% oder 90% 

15 und am starksten bevorzugt mindestens etwa 95%, 96%, 97%, 98%, 
Oder 99% oder noch homologer zu einer vollstandigen Aminosaure- 
sequenz aus Anhang B. Das isolierte MCP-Protein umfaSt bei ande- 
ren Ausf uhrungsf ormen eine Aminosauresequenz, die zu mindestens 
etwa 50% oder starker zu einer der Aminosauresequenzen aus Anhang 

20 B homolog ist und die Ausbeute, Produktion und/oder Effizienz der 
Produktion einer oder mehrerer Feinchemikalien in C. glutamicum 
modulieren, Kohlenwasserstof f e abbauen, Terpenoide oxidieren, als 
Ziel fiir Arzneimittelentwicklung dienen oder als Identif ikations- 
marker fiir C. glutamicum oder verwandte Organismen dienen kann. 

25 

Das isolierte MCP-Protein kann alternativ eine Aminosauresequenz 
umfassen, die von einer Nukleotidsequenz codiert wird, welche mit 
einer Nukleotidsequenz aus Anhang B, bspw. unter stringenten Be- 
dingungen, hybridisiert oder mindestens zu etwa 50%, vorzugsweise 
30 mindestens zu etwa 60%, starker bevorzugt mindestens etwa 70%, 
80% Oder 90% und noch starker bevorzugt mindestens etwa 95%, 96%, 
97%, 98% Oder 99% oder noch homologer dazu ist. Bevorzugte Formen 
der MCP-Proteine haben ebenfalls vorzugsweise eine oder mehrere 
der hier beschriebenen biologischen Aktivitaten von MCP. 

35 

Das MCP-Polypeptid oder ein biologisch aktiver Abschnitt davon 
kann mit einem Nicht-MCP-Polypeptid f unktionsf ahig verbunden wer- 
den, damit ein Fusionsprotein entsteht. Dieses Fusionsprotein hat 
bei bevorzugten Ausf uhrungsf ormen eine andere TVktivitat als das 

40 MCP-Protein allein. Bei anderen bevorzugten Ausf uhrungsf ormen 
kann dieses Fusionsprotein die Ausbeute, Produktion und/oder Ef- 
fizienz der Produktion einer oder mehrerer Feinchemikalien in C. 
glutamicum modulieren oder als Identif ikationsmarker fiir C. glu- 
tamicum Oder verwandte Organismen dienen. Die Integration dieses 

45 Fusionsproteins in eine Wirtszelle moduliert bei besonders bevor- 
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zugten Ausfiihrungsf ormen die Produktion einer gewiinschten Verbin- 
dung von der Zelle. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft ein Verfahren zur Her- 
5 stellung einer Feinchemikalie . Das Verfahren sieht die Anzucht 
einer Zelle vor, die einen Vektor enthalt, der die Expression ei- 
nes erf indungsgemaSen MCP-Nukleinsauremolekuls bewirkt, so daiS 
eine Feinchemikalie produziert wird. Dieses Verfahren umfafit bei 
einer bevor zugten Ausf uhrungsf orm zudem den Schritt der Gewinnung 

10 einer Zelle, die einen solchen Vektor enthalt, wobei die Zelle 
mit einem Vektor transfiziert ist, der die Expression einer MCP- 
Nukleinsaure bewirkt. Dieses Verfahren umfaSt bei einer weiteren 
bevorzugten Ausfuhriongsf orm zudem den Schritt, bei dem die Fein- 
chemikalie aus der Kultur gewonnen wird. Die Zelle gehort bei ei- 

15 ner besonders bevorzugten Aus fiihrLings form zur Gattung Coryneb&c- 
terium oder Brevijbacteriujn oder ist aus den in Tabelle 3 angege- 
benen Stammen ausgewahlt. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft Verfahren zur Modula- 

20 tion der Produktion eines Molekiils von einem Mikroorganismus . 

Diese Verfahren umfassen das Zusammenbringen der Zelle mit einer 
Substanz, die die MCP-Proteinaktivitat oder die MCP-Nukleinsaure- 
Expression moduliert, so daS. eine zellassoziierte Aktivitat verg- 
lichen mit der gleichen Aktivitat bei Fehlen der Substanz veran- 

25 dert wird. Die Zelle wird bei einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm 
hinsichtlich einer oder mehrerer C. giu tamicu/n-MCP-Proteinaktivi- 
taten moduliert, so daS die Ausbeute, Produktion und/oder Effi- 
zienz der Produktion einer gewunschten Feinchemikalie durch die- 
sen Mikroorganismus verbessert wird. Die Substanz, die die MCP- 

30 Proteinaktivitat moduliert, kann eine Substanz sein, die die MCP- 
Proteinaktivitat Oder die MCP-Nukleinsaure-Expression stimuliert. 
Beispiele fiir Sxobstanzen, die die MCP-Proteinaktivitat oder MCP- 
Nukleinsaureexpression stimulieren, umfassen kleine Molekule, ak- 
tive MCP-Proteine und Nukleinsauren, die MCP-Proteine codieren 

35 und in die Zelle eingebracht worden sind. Beispiele fiir Substan- 
zen, die die MCP-Aktivitat oder -Expression hemmen, umfassen 
kleine Molekule und MCP-Antisense-Nukleinsauremolekule . 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft Verfahren zur Modula- 
40 tion der Ausbeuten, der Produktion und/oder der Effizienz der 
Produktion einer gewunschten Verbindung aus einer Zelle, \imfas- 
send das Einbringen eines MCP-Wildtyp- oder -Mutantengens in eine 
Zelle, das entweder auf einem gesonderten Plasmid bleibt oder in 
das Genom der Wirtszelle integriert wird. Die Integration in das 
45 Genom kann zufallsgemaS oder durch homologe Rekombination erfol- 
gen, so daS das native Gen durch die integrierte Kopie ersetzt 
wird, was die Produktion der gewunschten Verbindung von der zu 
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moduli erenden Zelle hervorruft. Diese Ausbeuten sind bei einer 
bevorzugten Ausf iihrungsf orm erhoht. Bei einer weiteren bevorzug- 
ten Ausf iihrungsf orm ist die Chemikalie eine Feinchemikalie, die 
in einer besonders bevorzugten Ausf iihrungsf orm eine Aminosaure 
5 ist. Diese Aminosaure ist in einer besonders bevorzugten Ausfiih- 
rungsform L-Lysin. 

Eingehende Beschreibung der Erfindung 

10 Die vorliegende Erfindung stellt MCP-Nukleinsaure- und -Protein- 
molekiile bereit, die zur Identif ikation von Corynebacterium glu- 
tamicum oder verwandter Organismen, zur Kartierung des C. gluta- 
mi cum-Genoms (oder des Genoms eines nah verwandten Organismus) 
Oder zur Identif ikation von Mikroorganismen verwendet werden kon- 

15 nen, die zur Produktion von Feinchemikalien, z.B. durch Fermenta- 
tionsverf ahren, verwendet werden konnen. Die von diesen Muklein- 
sauren codierten Proteine konnen zur direkten oder indirekten Mo- 
dulation der Produktion oder Effizienz der Produktion einer oder 
mehrerer Feinchemikalien in C. glutamicum, als Identif ikations- 

20 marker fiir C. glutamicum oder verwandte Organismen, zur Oxidation 
von Terpenoiden oder zum Abbau von Kohlenwasserstof f en oder als 
Ziele zur Entwicklung therapeutischer pharmazeutischer Verbindun- 
gen verwendet werden. Die erf indungsgemai^en Aspekte sind nachste- 
hend weiter erlautert. 

25 

I. F^inchemikal ien 

Der Begriff "Feinchemikalie" ist im Fachgebiet bekannt und bein- 
haltet Molekiile, die von einem Organismus produziert werden und 

30 in verschiedenen Indus triezwei gen Anwendungen f inden, wie bspw. , 
jedoch nicht beschrankt auf die pharmazeutische Industrie, die 
Landwirtschaf ts- und Kosmetikindustrie . Diese Verbindungen umfas- 
sen organische Sauren, wie Weinsaure, Itaconsaure und Diaminopi- 
melinsaure, sowohl proteinogene als auch nicht-proteinogene Ami- 

35 nosauren, Purin- und Pyrimidinbasen, Nukleoside und Nukleotide 

(wie bspw. beschrieben in Kuninaka, A. (1996) Nucleotides and re- 
lated compounds, S. 561-612, in Biotechnology Bd. 6, Rehm et al . , 
Hrsg. VCH: Weinheim und den darin enthaltenen Zitaten) , Lipide, 
gesattigte und ungesattigte Fettsauren (bspw. Arachidonsaure) , 

40 Diole (bspw. Propandiol und Butandiol), Kohlehydrate (bspw. Hya- 
luronsaure und Trehalose), aromatische Verbindungen (bspw. aroma- 
tische Amine, Vanillin und Indigo) , Vitamine und Cofaktoren (wie 
beschrieben in Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, 
Bd. A27, "Vitamins", S. 443-613 (1996) VCH: Weinheim und den 

45 darin enthaltenen Zitaten; und Ong, A.S., Niki, E. und Packer, L. 
(1995) "Nutrition, Lipids, Health and Disease" Proceedings of the 
UNESCO/Confederation of Scientific and Technological Associations 
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in Malaysia and the Society for Free Radical Research - Asien, 
abgehalten am 1.-3. Sept. 1994 in Penang, Malaysia, AOCS Press 
(1995)), Enzyme und samtliche anderen von Gutcho (1983) in Chemi- 
cals by Fermentation, Noyes Data Corporation, ISBN: 0818805086 
5 und den darin angegebenen Literaturstellen beschriebenen Chemika- 
lien. Der Metabolismus und die Verwendungen bestimmter Feinchemi- 
kalien sind nachstehend weiter erlautert. 

A. Metabolismus und Verwendungen von Aminosauren 

10 

Die Aminosauren umfassen die grundlegenden Struktureinheiten 
samtlicher Proteine und sind somit fiir die normalen Zellfunktio- 
nen in alien Organismen essentiell. Der Begriff "Aminosaure" ist 
im Fachgebiet bekannt. Die proteinogenen Aminosauren, von denen 

15 es 2 0 Arten gibt, dienen als Struktureinheiten fiir Proteine, in 
denen sie liber Peptidbindungen miteinander verknilpft sind, wohin- 
gegen die nicht-proteinogenen Aminosauren (von denen Hunderte be- 
kannt sind) gewohnlich nicht in Proteinen vorkommen (siehe Ul- 
mann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, Bd. A2 , S. 57-97 

20 VCH: Weinheim (1985)). Die Aminosauren konnen in der optischen D- 
oder L-Konf iguration vorliegen, obwohl L-Aminosauren gewohnlich 
der einzige Typ sind, den man in natiirlich vorkommenden Proteinen 
vorfindet. Biosynthese- und Abbauwege von jeder der 20 proteino- 
genen Aminosauren sind sowohl bei prokaryotischen als auch euka- 

25 ryotischen Zellen gut charakterisiert (siehe bspw. Stryer, L., 
Biochemistry, 3. Auflage, S. 578-590 (1988)). Die "essentiellen" 
Aminosauren (Histidin, Isoleucin, Leucin, Lysin, Methionin, Phe- 
nylalanin, Threonin, Tryptophan und Valin) , so bezeichnet, well 
sie aufgrund der Komplexitat ihrer Biosynthesen gewohnlich mit 

30 der Ernahrung aufgenommen werden miissen, werden durch einfache 

Biosynthesewege in die iibrigen 11 "nichtessentiellen" Aminosauren 
(Alanin, Arginin, Asparagin, Aspartat, Cystein, Glutamat, Glut- 
amin, Glycin, Prolin, Serin und Tyrosin) umgewandelt. Hohere 
Tiere besitzen die Fahigkeit, einige dieser Aminosauren zu syn- 

35 thetisieren, jedoch miissen die essentiellen Aminosauren mit der 
Nahrung aufgenommen werden, damit eine normale Proteinsynthese 
stattf indet . 

Abgesehen von ihrer Funktion bei der Proteinbiosynthese sind 
40 diese Aminosauren interessante Chemikalien an sich, und man hat 
entdeckt, daS viele bei verschiedenen Anwendungen in der Nah- 
rungsmittel-, Futter-, Chemie-, Kosmetik-, Landwirtschaf ts- und 
pharmazeutischen Industrie zum Einsatz kommen. Lysin ist nicht 
nur fiir die Ernahrung des Menschen eine wichtige Aminosaure, son- 
45 dern auch fiir monogastrische Tiere, wie Geflugel und Schweine. 
Glutamat wird am haufigsten als Geschmacksadditiv (Mononatrium- 
glutamat, MSG) sowie weithin in der Nahrungsmittel Industrie ver- 
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wendet, wie auch Aspartat, Phenylalanine Glycin und Cystein. Gly- 
cin, L-Methionin und Tryptophan werden samtlich in der pharmazeu- 
tischen Industrie verwendet. Glutaxnin, Valin, Leucin, Isoleucin, 
Histidin, Arginin, Prolin, Serin und Alanin werden in der pharma- 
5 zeutischen Industrie und der Kosmetikindustrie verwendet. Threo- 
nin. Tryptophan und D- /L-Methionin sind weitverbreitete Futter- 
mittelzusatze (Leuchtenberger , W. (1996) Amino acids - technical 
production and use, S. 466-502 in Rehm et al . , (Hrsg. ) Biotechno- 
logy Bd. 6, Kapitel 14a, VCH: Weinheim) . Man hat entdeckt, daS 
10 sich diese Aminosauren auSerdem als Vorstufen fiir die Synthese 
von synthetischen Aminosauren und Proteinen, wie N-Acetylcystein, 
S-Carboxymethyl-L-cystein, (S ) -5- Hydroxy tryptophan und anderen in 
Ulmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, Bd. A2 , S. 57-97, 
VCH, Weinheim, 1985 beschriebenen Substanzen eignen. 

15 

Die Biosyn these dieser natiirlichen Aminosauren in Organismen, die 
sie produzieren konnen, bspw. Bakterien, ist gut charakterisiert 
worden (fiir einen Uberblick der bakteriellen Aminosaure-Biosynt- 
hese und ihrer Regulation s. Umbarger, H.E. (1978) Ann. Rev. Bio- 

20 chem. 47:533-606). Glutamat wird durch reduktive Aminierung von 
a-Ketoglutarat , einem Zwischenprodukt im Citronensaure-Zyklus , 
synthetisiert . Glutamin, Prolin und Arginin werden jeweils nach- 
einander aus Glutamat erzeugt. Die Biosynthese von Serin erfolgt 
in einem Dreischritt-Verf ahren, beginnt mit 3-Phosphoglycerat 

25 (einem Zwischenprodukt der Glykolyse) und ergibt nach Oxida- 
tions-, Transaminierungs- und Hydrolyseschritten diese 7\mino- 
saure. Cystein und Glycin werden jeweils aus Serin produziert, 
und zwar die erstere durch Kondensation von Homocystein mit Se- 
rin, und die letztere durch Ubertrag\ang des Seitenketten-p-Kohlen- 

30 stoffatoms auf Tetrahydrof olat in einer durch Serin-Transhydroxy- 
methylase katalysierten Reaktion. Phenylalanin und Tyrosin werden 
aus den Vorstufen des Glykolyse- und Pentosephosphatweges, Eryt- 
hrose-4-phosphat und Phosphoenolpyruvat , in einem 9-Schritt-Bio- 
syntheseweg synthetisiert, der sich nur in den letzten beiden 

35 Schritten nach der Synthese von Praphenat unterscheidet . Trypto- 
phan wird ebenfalls aus diesen beiden Ausgangsmolekulen produ- 
ziert, jedoch erfolgt dessen Synthese in einem 11-Schritt-Weg . 
Tyrosin laSt sich in einer durch Phenylalaninhydroxylase kataly- 
sierten Reaktion auch aus Phenylalanin herstellen. Alanin, Valin 

40 und Leucin sind jeweils Biosyn theseprodukte aus Pyruvat, dem End- 
produkt der Glykolyse. Aspartat wird aus Oxalacetat, einem Zwi- 
schenprodukt des Citratzyklus, gebildet. Asparagin, Methionin, 
Threonin und Lysin werden jeweils durch Umwandlung von Aspartat 
produziert. Isoleucin wird aus Threonin gebildet. In einem kom- 

45 plexen 9-Schritt-Weg erfolgt die Bildung von Histidin aus 
5-Phosphoribosyl-l-pyrophosphat , einem aktivierten Zucker. 
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Aminosauren, deren Menge den Proteinbiosynthesebedarf iibersteigt, 
konnen nicht gespeichert werden, und werden statt dessen abge- 
baut, so daS Zwischenprodukte fiir die Haupt-Stof fwechselwege der 
Zelle bereitgestellt werden (fiir einen Uberblick siehe Stryer, 
5 L. , Biochemistry, 3. Aufl. Kap, 21 "Amino Acid Degradation and 
the Urea Cycle"; S 495-516 (1988)). Die Zelle ist zwar in der 
Lage, ungewiinschte Aminosauren in nutzliche Stof fwechsel-Zwi- 
schenprodukte umzuwandeln, jedoch ist die Aminosaureproduktion 
hinsichtlich der Energie, der Vorstuf enmoleklile und der fiir ihre 

10 Synthese notigen Enzyme aufwendig. Es iiberrascht daher nicht, daS 
die Aminosaure-Biosynthese durch Feedback-Hemmung reguliert wird, 
wobei das Vorliegen einer bestimmten Aminosaure ihre eigene Pro- 
duktion verlangsamt oder ganz beendet (fiir einen Uberblick iiber 
Riickkopp lungs -Me Chan ismen bei Aminosaure-Biosynthesewegen, siehe 

15 Stryer, L., Biochemistry, 3. Aufl., Kap. 24, "Biosynthesis of 
Amino Acids and Heme", S. 575-600 (1988)). Der AusstoS einer be- 
stimmten Aminosaure wird daher durch die Menge dieser Aminosaure 
in der Zelle eingeschrankt . 

20 B. Metabolismus und Verwendungen von Vitaminen, Cofaktoren und 
Nu trazeu tika 

Vitamine, Cofaktoren und Nutrazeutika umfassen eine weitere 
Gruppe von Molekiilen. Hohere Tiere haben die Fahigkeit verloren, 

25 diese zu synthetisieren und miissen sie somit aufnehmen, obwohl 
sie leicht durch andere Organismen, wie Bakterien, synthetisiert 
werden. Diese Molekiile sind entweder biologisch aktive Molekiile 
an sich oder Vorstufen von biologisch aktiven Substanzen, die als 
Elektroneniibertrager oder Zwischenprodukte bei einer Reihe von 

30 Stof fwechselwegen dienen. Diese Verbindungen haben neben ihrem 
Nahrwert auch einen signif ikanten industriellen Wert als Farb- 
stoffe, Antioxidantien und Katalysatoren oder andere Verarbei- 
tungs-Hilf sstof f e. (Fiir einen Uberblick iiber die Stiruktur, Akti- 
vitat und die industriellen Anwendungen dieser Verbindungen siehe 

35 bspw. Ullman's Encyclopedia of Industrial Chemistry, "Vitamins", 
Bd. A27, S. 443-613, VCH: Weinheim, 1996). Der Begriff "Vitamin" 
ist im Fachgebiet bekannt und umfaSt Nahrstoffe, die von einem 
Organismus fiir eine normale Funktion benotigt werden, jedoch 
nicht von diesem Organismus selbst synthetisiert werden konnen. 

40 Die Gruppe der Vitamine kann Cofaktoren und nutrazeutische Ver- 
bindungen umfassen. Der Begriff "Cofaktor" umfaSt nicht-protein- 
artige Verbindungen, die fiir das Auftreten einer normalen Enzy- 
maktivitat notig sind. Diese Verbindungen konnen organisch oder 
anorganisch sein; die erf indungsgemaSen Cof aktor-Molekiile sind 

45 vorzugsweise organisch. Der Begriff "Nutrazeutikum" umfa£t Nah- 
rungsmittelzusatze, die bei Pflanzen und Tieren, insbesondere dem 
Menschen, gesundheitsf ordemd sind. Beispiele solcher Molekiile 
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sind Vitamine, Antioxidantien und ebenfalls bestimmte Lipide 
(z.B. mehrfach ungesattigte Fettsauren) . 

Die Biosynthese dieser Molekiile in Organismen, die zu ihrer Pro- 
5 duktion befahigt sind, wie Bakterien, ist lamfassend charakteri- 
siert worden (Ullman's Encyclopedia of Industrial Chemistry, "Vi- 
tamins", Bd. A27, S. 443-613, VCH: Weinheim, 1996, Michal, G. 
(1999) Biochemical Pathways: An Atlas of Biochemistry and 
Molecular Biology, John Wiley & Sons; Ong, A.S., Niki, E. und 
10 Packer, L. (1995) "Nutrition, Lipids, Health and Disease" 
Proceedings of the UNESCO/Confederation of Scientific and 
Technological Associations in Malaysia and the Society for free 
Radical Research - Asien, abgehalten am 1.-3. Sept. 1994 in 
Penang, Malaysia, AOCS Press, Champaign, XL X, 374 S) . 

15 

Thiamin (Vitamin Bi) wird durch chemisches Kuppeln von Pyrimidin 
und Thiazol-Einheiten gebildet. Riboflavin (Vitamin B2) wird aus 
Guanos in-5 ' -triphosphat (GTP) und Ribose-5'-phosphat syntheti- 
siert. Riboflavin wiederum wird zur Synthese von Flavinmononu- 

20 kleotid (FMN) und Flavinadenindinukleotid (FAD) eingesetzt. Die 
Familie von Verbindungen, die gemeinsam als "Vitamin Be" bezeich- 
net werden (bspw. Pyridoxin, Pyridoxamin, Pyridoxal-5 ' -phosphat 
und das kommerziell verwendete Pyridoxinhydrochlorid) , sind alle 
Derivate der gemeinsamen Struktureinheit 5-Hydroxy-6-methylpyri- 

25 din. Panthothenat (Pantothensaure, R- (+) -N- (2 , 4-Dihydroxy-3 , 3-di- 
methyl-l-oxobutyl ) -p-alanin) kann entweder durch chemische Syn- 
these Oder durch Fermentation hergestellt werden. Die let z ten 
Schritte bei der Pantothenat-Biosynthese bestehen aus der ATP-ge- 
triebenen Kondensation von p-Alanin und Pantoinsaure . Die fur die 

30 Biosyntheseschritte fur die Umwandlung in Pantoinsaure, in P-Ala- 
nin und zur Kondensation in Pantothensaure verantwort lichen En- 
zyme sind bekannt . Die metabolisch aktive Form von Pantothenat 
ist Coenzym A, dessen Biosynthese iiber 5 enzymatische Schritte 
verlauft. Pantothenat, Pyridoxal-5 ' -phosphat , Cystein und ATP 

35 sind die Vorstufen von Coenzym A. Diese Enzyme katalysieren nicht 
nur die Bildung von Pantothenat, sondern auch die Produktion von 
(R) -Pantoinsaure, (R) -Pantolacton, (R) -Panthenol (Provitamin B5) , 
Pantethein (und seinen Derivaten) \ind Coenzym A. 

40 Die Biosynthese von Biotin aus dem Vorstuf enmolekiil Pimeloyl-CoA 
in Mikroorganismen ist ausfiihrlich untersucht worden, und man hat 
mehrere der beteiligten Gene identif iziert . Es hat sich herausge- 
stellt, daS viele der entsprechenden Proteine an der Fe-Cluster- 
Synthese beteiligt sind und zu der Klasse der nif S-Proteine geho- 

45 ren. Die Liponsaure wird von der Octanonsaure abgeleitet und 
dient als Coenzym beim Energie-Metabolismus , wo sie Bestandteil 
des Pyruvatdehydrogenasekomplexes und des a-Ketoglutaratdehydro- 
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genasekomplexes wird. Die Folate sind eine Gruppe von Siibstanzen, 
die alle von der Folsaure abgeleitet warden, die wieder\im von L- 
Glutaminsaure, p-Aminobenzoesaure und 6-Methylpterin hergeleitet 
ist. Die Biosynthese der Folsaure und ihrer Derivate, ausgehend 
5 von den Stof fwechselzwischenprodukten Guanosin-5 ' -triphosphat 
(GTP) , L-Glutaminsaure und p-Aminobenzoesaure ist in bestimmten 
Mikroorganismen eingehend untersucht worden. 

Corrinoide (wie die Cobalamine und insbesondere Vitamin B12) und 
10 die Porphyrine gehoren zu einer Gruppe von Chemikalien, die sich 
durch ein Tetrapyrrol-Ringsystem auszeichnen. Die Biosynthese von 
Vitamin B12 ist hinreichend komplex, daS sie noch nicht vollstan- 
dig charakterisiert worden ist, jedoch ist inzwischen ein GroS- 
teil der beteiligten Enzyme und Substrate bekannt. Nikotinsaure 
15 (Nikotinat) und Nikotinamid sind Pyridin-Derivate, die auch als 
"Niacin" bezeichnet werden. Niacin ist die Vorstufe der wichtigen 
Coenzyme NAD (Nikotinamidadenindinukleotid) und NADP (Nikotinami- 
dadenindinukleotidphosphat ) und ihrer reduzierten Formen. 

20 Die Produktion dieser Verbindungen im GrofimaSstab beruht groEten- 
teils auf zellfreien chemischen Synthesen, obwohl einige dieser 
Chemikalien, wie Riboflavin, Vitamin Bs, Pantothenat und Biotin, 
auch durch groSangelegte Anzucht von Mikroorganismen produziert 
worden sind. Nur Vitamin B12 wird aufgrund der Komplexitat seiner 

25 Synthese lediglich durch Fermentation produziert. In-vitro-Ver- 
fahren erfordern einen erheblichen Auf wand an Material ien und 
Zeit und haufig an hohen Kosten. 

C. Purin-, Pyrimidin-, Nukleosid- und Nukl eot id-Met aholismus und 
30 Verwendungen 

Gene fur den Purin- und Pyrimidin-Stof fwechsel und ihre entspre- 
chenden Proteine sind wichtige Ziele fiir die Therapie von Tumo- 
rerkrankungen und Virusinf ektionen. Der Begriff "Purin" oder "Py- 

35 rimidin" umfalSt stickstof fhaltige Basen, die Bestandteile der Nu- 
kleinsauren. Coenzyme und Nukleotide sind. Der Begriff "Nukleo- 
tid" beinhaltet die grundlegenden Struktureinheiten der Nuklein- 
sauremolekule, die eine stickstof fhaltige Base, einen Pentose- 
Zucker (bei RNA ist der Zucker Ribose, bei DNA ist der Zucker D- 

40 Desoxyribose) iind Phosphorsaure umfassen. Der Begriff "Nukleosid" 
umfaSt Molekiile, die als Vorstufen von Nukleotiden dienen, die 
aber im Gegensatz zu den Nukleotiden keine Phosphorsaureeinheit 
aufweisen. Durch Hemmen der Biosynthese dieser Moleklile oder ih- 
rer Mobilisierung zur Bildung von Nukleinsauremoleklilen ist es 

45 moglich, die RNA- und DNA-Synthese zu hemmen; wird diese Aktivi- 
tat zielgerichtet bei Krebszellen gehemmt, laSt sich die Tei- 
lungs- und Replikationsf ahigkeit von Tumorzellen hemmen. Es gibt 
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zudem Nukleotide, die keine Nukleinsauremolekule bilden, jedocli 
als Energiespeicher (d.h. AMP) oder als Coenzyme (d.h. FAD und 
NAD) dienen. 

5 Mehrere Verdf f entlichungen haben die Verwendung dieser Chemika- 
lien fur diese medizinischen Indikationen beschrieben, wobei der 
Purin- und/oder Pyrimidin-Metabolismus beeinfluSt wird (bspw. 
Christopherson, R.I. xand Lyons, S.D. (1990) "Potent inhibitors of 
de novo pyrimidine and purine biosynthesis as chemo therapeutic 

10 agents", Med. Res. Reviews 10:505-548). Untersuchungen an Enzy- 
men, die am Purin- und Pyrimidin-Metabolismus beteiligt sind, ha- 
ben sich auf die Entwicklung neuer Medikamente konzentriert , die 
bspw. als Immunsuppressiva oder Antiprolif erantien verwendet wer- 
den konnen (Smith, J.L. (1995) "Enzymes in Nucleotide Synthesis" 

15 Curr. Opin. Struct. Biol. 5:752-757; (1995) Biochem, Soc. Trans- 
act. 23:877-902). Die Purin- und Pyrimidinbasen, Nukleoside und 
Nukleotide haben jedoch auch andere Einsatzmoglichkeiten : als 
Zwischenprodukte bei der Biosysnthese verschiedener Feinchemika- 
lien (z.B. Thiamin, S-Adenosyl-methionin, Folate oder Ribofla- 

20 vin) , als Energietrager fiir die Zelle (bspw. ATP oder GTP) und 
fur Chemikalien selbst, die gewohnlich als Geschmacksverstarker 
(bspw. IMP Oder GMP) oder fiir viele medizinische Anwendungen ver- 
wendet werden (siehe bspw. Kuninaka, A., (1996) "Nucleotides and 
Related Compounds in Biotechnology Bd. 6, Rehm et al., Hrsg. VCH: 

25 Weinheim, S. 561-612). Enzyme, die am Purin-, Pyrimidin-, Nukleo- 
sid- Oder Nukleot id-Metabolismus beteiligt sind, dienen auch im- 
mer starker als Ziele, gegen die Chemikalien fiir den Pflanzen- 
schutz, einschlieSlich Fungiziden, Herbiziden und Insektiziden, 
entwickelt werden. 

30 

Der Metabolismus dieser Verbindungen in Bakterien ist charakteri- 
siert worden (fiir Ubersichten siehe bspw. Zalkin, H. und Dixon, 
J.E. (1992) "De novo purin nucleotide biosynthesis" in Progress 
in Nucleic Acids Research and Molecular Biology, Bd. 42, Academic 

35 Press, S. 259-287; und Michal, G. (1999) "Nucleotides and Nucleo- 
sides"; Kap. 8 in: Biochemical Pathways: An Atlas of Biochemistry 
and Molecular Biology, Wiley, New York) . Der Purin-Metabolismus , 
das Objekt intensiver Forschung, ist fiir das normale Funktionie- 
ren der Zelle essentiell. Ein gestdrter Purin-Metabolismus in ho- 

40 heren Tieren kann schwere Erkrankungen verursachen, bspw. Gicht. 
Die Purinnukleotide werden aus Ribose-5-phosphat iiber eine Reihe 
von Schritten iiber die Zwischenverbindung Inosin-5 ' -phosphat 
(IMP) synthetisiert , was zur Produktion von Guanos in- 5 ' -mono - 
phosphat (GMP) oder Adenosin-5 ' -monophosphat (AMP) fiihrt, aus de- 

45 nen sich die als Nukleotide verwendeten Triphosphatf ormen leicht 
herstellen lassen. Diese Verbindungen werden auch als Energies- 
peicher verwendet, so daS ihr Abbau Energie fur viele verschie- 
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dene biochemische Prozesse in der Zelle lief art. Die Pyrimidin- 
biosynthese erfolgt iiber die Bildung von Uridin-5 ' -monophosphat 
(UMP) aus Ribose-5-phosphat . UMP wiederum wird in Cytidin-5 ' -tri- 
phosphat (CTP) umgewandelt . Die Desoxyf ormen samtlicher Nukleo- 
5 tide werden in einer Einschritt-Reduktionsreaktion aus der Di- 
phosphat-Ribosef orm des Nukleotides zur Diphosphat-Desoxyribose- 
form des Nukleotides hergestellt. Nach der Phosphorylierung kon- 
nen diese Molekiile an der DNA-Synthese teilnehmen. 

10 D. Trehalose-Metaholismus und Verwendungen 

Trehalose besteht aus zwei Glucosemolekiilen, die iiber eine 

a, a-1 , 1-Bindung miteinander verknupft sind. Sie wird gewohnlich 

in der Nahrungsmittelindustrie als SiiSstoff , als Additiv fiir ge- 

15 trocknete oder gefrorene Nahrungsmittel sowie in Getranken ver- 
wendet . Sie wird jedoch auch in der pharmazeutischen Industrie, 
der Kosmetik- und Biotechnologie-Industrie angewendet (s. bspw. 
Nishimoto et al . , (1998) US-Patent Nr. 5 759 610; Singer, M.A. 
und Lindquist, S. (1998) Trends Biotech. 16:460-467; Paiva, 

20 C.L.A. und Panek, A.D. (1996) Biotech Ann. Rev. 2:293-314; und 
Shiosaka, M. (1997) J. Japan 172:97-102). Trehalose wird durch 
Enzyme von vielen Mikroorganismen produziert und auf natlirliche 
Weise in das umgebende Medium abgegeben, aus dem sie durch im 
Fachgebiet bekannte Verfahren gewonnen werden kann. 

25 

II . Elemente und Verfahren der Erfinduna 

Die vorliegende Erfindung beruht zumindest teilweise auf der Ent- 
deckung von neuen Molekiilen, die hier als MCP-Nukleinsaure-Mole- 

30 kiile bezeichnet werden. Diese MCP-Nukleinsauremolekule eignen 

sich nicht nur zur Identif ikation von C. glutamicum oder verwand- 
ten Bakterienarten, sondern auch als Marker zur Kartierung des C. 
giuta/nicum-Genoms und zur Identif izierung von Bakterien, die sich 
zur Produktion von Feinchemikalien durch z.B. fermentative Ver- 

35 fahren eignen. Die vorliegende Erfindung beruht zumindest teil- 
weise auch auf den MCP-Proteinmolekiilen, die von diesen MCP-Nu- 
kleinsauremolekiilen codiert werden. Diese MCP-Molekiile konnen die 
Ausbeute, Produktion und/oder Effizienz der Produktion einer oder 
mehrerer Feinchemikalien in C. glutamicum modulieren, als Identi- 

40 f ikationsmarker fur C. glutamicum oder verwandte Organismen die- 
nen, Kohlenwasserstof f e abbauen und als Ziele fiir die Entwicklung 
therapeutischer pharmazeutischer Verbindungen dienen. In einer 
Ausf iihrungsf orm sind die erf indungsgemafien MCP-Molekiile direkt 
Oder indirekt am Stof fwechselweg einer oder mehrerer Feinchemika- 

45 lien in C. glutamicum beteiligt. In einer bevorzugten Ausf iih- 
rungsf orm hat die Aktivitat der erf indungsgemaSen MCP-Molekiile, 
an solchen Stof fwechselwegen indirekt oder direkt teilzunehmen. 
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eine Auswirkung auf die Produktion einer gevmnschten Feinchemika- 
lie durch diesen Mikroorganismus . In einer besonders bevorzugten 
Ausf uhrungsf orm ist die Aktivitat der erf indungsgemaSen MCP-Mole- 
kiile modulierti so daS die C. giutamicum-Stof f wechselwege, an de- 
5 nen die erf indungsgemaSen MCP-Proteine beteiligt sind, hinsicht- 
lich der Effizienz oder des AusstoSes moduliert werden, was di- 
rekt Oder indirekt die Produktion oder Effizienz der Produktion 
einer gewiinschten Feinchemikalie durch C. glutamicum moduliert. 

10 Der Begriff "MCP-Protein" oder "MCP-Polypeptid" umfaEt Proteine, 
die die Ausbeute, Produktion und/oder Effizienz der Produktion 
einer oder mehrerer Feinchemikalien in C. glutamicum modulieren, 
Kohlenwasserstof f e abbauen, Terpenoide oxidieren, als Zielprotein 
fiir Arzneimittelscreening oder -design oder als Identif ikations- 

15 marker fiir C. glutamicum oder verwandte Organismen dienen konnen. 
Beispiele fur MCP-Proteine umfassen solche, die von den in Ta- 
belle 1 und Anhang A aufgefuhrten MCP-Genen codiert werden. Die 
Ausdriicke "MCP-Gen" oder "MCP-Nukleinsauresequenz" umfassen Nu- 
kleinsauresequenzen, die ein MCP-Protein codieren, das aus einem 

20 codierenden Bereich und entsprechenden untranslatierten 5'- und 
3 ' -Sequenzbereichen besteht. Beispiele fiir MCP-Gene sind die in 
Tabelle 1 auf gelisteten . Die Begriff e "Produktion" oder "Produk- 
tivitat" sind im Fachgebiet bekannt und beinhalten die Konzentra- 
tion des Fermentationsproduktes (bspw. der gewiinschten Feinchemi- 

25 kalie) , das innerhalb einer festgelegten Zeitspanne und eines 
festgelegten Fermentationsvolumens gebildet wird (bspw. kg Pro- 
dukt pro Std. pro 1). Der Begriff "Effizienz der Produktion" um- 
faSt die Zeit, die zur Erzielung einer bestimmten Produktions- 
menge notig ist (bspw. wie lange die Zelle zur Aufrichtung einer 

30 bestimmten AusstoSrate einer Feinchemikalie benotigt) . Der Be- 
griff "Ausbeute" oder " Produkt/Kohlenstof f-Ausbeute" ist im Fach- 
gebiet bekannt und umfaSt die Effizienz der Umwandlung der Koh- 
lenstoff quelle in das Produkt (d.h. die Feinchemikalie) . Dies 
wird bspw. gewohnlich ausgedriickt als kg Produkt pro kg Kohlen- 

35 stoff quelle. Durch VergroSern der Ausbeute oder Produktion der 
Verbindung wird die Menge der gewonnenen Molekiile oder der geei- 
gneten gewonnenen Molekiile dieser Verbindung in einer bestimmten 
Kulturmenge iiber einen festgelegten Zeitraum erhoht . Die Begriff e 
"Biosynthese" oder "Biosyntheseweg" sind im Fachgebiet bekannt 

40 \ind \jmfassen die Synthese einer Verbindung, vorzugsweise einer 
organischen Verbindung, durch eine Zelle aus Zwischenverbindun- 
gen, bspw. in einem Mehrschritt- oder stark regulierten ProzeE. 
Die Begriffe "Abbau" oder "Abbauweg" sind im Fachgebiet bekannt 
und umfassen die Spaltung einer Verbindung, vorzugsweise einer 

45 organischen Verbindung, durch eine Zelle in Abbauprodukte (allge- 
meiner gesagt, kleinere oder weniger komplexe Molekiile) , bspw. in 
einem Mehrschritt- oder stark regulierten ProzeS. Der Begriff 
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"Metabolismus" ist im Fachgebiet bekannt und umfaSt die Gesamt- 
heit der biochemischen Reaktionen, die in einem Organismus statt- 
finden, Der Metabolismus einer bestimmten Verbindung (z.B. der 
Metabolismus einer Aminosaure, wie Glycin) umfaSt dann samtliche 
5 Biosynthese-, Modif ikations- und Abbauwege in der Zelle, die 
diese Verbindung betreffen. 



Die erf indungsgemaSen MCP-Molekvile sind in einer anderen Ausfiih- 
rungsform befahigt, die Produktion eines gewiinschten Molekiils, 

10 wie einer Feinchemikalie, in einem Mikroorganismus, wie C. gluta- 
micum, direkt Oder indirekt zu modulieren. Unter Verwendung von 
Gen- Rekombinat ions techniken kann/konnen ein oder mehrere erfin- 
dungsgemaSe MCP-Proteine so manipuliert werden, daS seine Funk- 
tion moduliert ist. Diese Modulation der Funktion kann zur Modu- 

15 lation der Ausbeute, Produktion und/oder Effizienz der Produktion 
einer oder mehrerer Feinchemikalien von C. glutamicum fiihren. 

Beispielsweise kann man durch Modifikation der Aktivitat eines 
Proteins, das an der Biosynthese oder am Abbau einer Feinchemika- 

20 lie beteiligt ist, (d.h. durch Mutagenese des entsprechenden 

Gens) die Fahigkeit der Zelle, diese Verbindung zu synthetisieren 
Oder abzubauen, direkt modulieren und dadurch die Ausbeute und/ 
Oder Effizienz der Produktion der Feinchemikalien modulieren. 
Ebenso kann man durch Modulation der Aktivitat eines Proteins, 

25 das einen Feinchemikalien-Stof fwechselweg reguliert, direkt be- 
einflussen, ob die Produktion der gewiinschten Verbindung hoch- 
oder herunterreguliert wird, was beides die Ausbeute oder Effi- 
zienz der Produktion der Feinchemikalie von der Zelle moduliert. 



30 Die indirekte Modulation der Feinchemikalienproduktion kann auch 
durch Modifikation der Aktivitat eines erf indungsgemaSen Proteins 
(d.h. durch Mutagenese des entsprechenden Gens) erfolgen, so daS 
die Fahigkeit der Zelle, zu wachsen und sich zu teilen oder le- 
bensfahig und produktiv zu bleiben, insgesamt erhoht ist. Die 

35 Produktion von Feinchemikalien aus C. glutamicum wird gewohnlich 
durch Fermentationskultur im GroSmafistab dieser Mikroorganismen 
erzielt, Bedingungen, die fur das Wachstum und die Zellteilung 
haufig suboptimal sind. Durch Verandern eines erf indungsgemaSen 
Proteins (z.B. eines StreSreaktionsproteins , eines Zellwandpro- 

40 teins oder von Proteinen, die am Stoffwechsel von Verbindungen 
beteiligt sind, die fiir das Auftreten von Zellwachstum und -tei- 
lung notig sind, wie Nukleotide und Aminosauren) , so dalS. ein bes- 
seres Uberleben, Wachsen und Vermehren in diesen Bedingungen mog- 
lich ist, kann es moglich sein, die Anzahl und die Produktivitat 

45 dieser veranderten C. giuta/nicum-Zellen in Kulturen im GrolSmaS- 
stab zu steigern, was wiederum zu gesteigerten Ausbeuten und/oder 
zu gesteigerter Effizienz der Produktion einer oder mehrerer ge- 
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wiinschter Feinchemikalien ftihren sollte. Femer sind die Stoff- 
wechselwege einer Zelle notwendigerweise voneinander abhangig und 
co-reguliert . Durch Andem der Aktivitat irgendeines Stoffwech- 
selwegs in C. glutamicum (d.h. durch Andern der Aktivitat eines 
5 der er f indungsgemaSen Proteine, das an einem solchen Weg betei- 
ligt ist) ist es moglich, gleichzeitig die Aktivitat Oder Regula- 
tion eines anderen Stof fwechselwegs in diesem Mikroorganismus zu 
andern, der direkt an der Synthese oder am Abbau einer Feinchemi- 
kalie beteiligt sein kann. 

10 

Die isolierten erf indungsgemaSen Nukleinsaureseguenzen befinden 
sich im Genom eines Corynebacterium giuta/nicu/n-Stammes, der von 
der American Type Culture Collection unter der Bezeichnung ATCC 
13 032 erhaltlich ist. Die Nukleotidsequenz der isolierten C. giu- 

15 ta/nicum-MCP-Nukleinsauremolekiile und die vorhergesagten Aminosau- 
resequenzen der C. giutamicu/n-MCP- Proteine sind im Anhang A bzw. 
B gezeigt. Es wurden Computeranalysen durchgef iihrt , die viele 
dieser Nukleotidsequenzen als Sequenzen mit Homologie zu E, coli- 
oder Bacillus suhtilis-Genen klassif izierten und/oder identifi- 

20 zierten. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch Proteine, deren Aminosau- 
resequenz zu einer Aminosauresequenz in Anhang B im wesentlichen 
homolog ist. Wie hier verwendet, ist ein Protein, dessen Amino- 

25 sauresequenz im wesentlichen homolog zu einer ausgewahlten Amino- 
sauresequenz ist, zumindest zu etwa 50% homolog zu der ausgewahl- 
ten Aminosauresequenz, bspw. zur gesamten ausgewahlten Aminosau- 
resequenz. Ein Protein, dessen Aminosauresequenz zu einer ausge- 
wahlten Aminosauresequenz im wesentlichen homolog ist, kann auch 

30 mindestens zu etwa 50-60%, vorzugsweise mindestens zu etwa 

60-70%, starker bevorzugt mindestens zu etwa 70-80%, 80-90% oder 
90-95% und am starksten bevorzugt mindestens zu etwa 96%, 97%, 
98%, 99% Oder noch homologer zur ausgewahlten Aminosauresequenz 
sein. 

35 

Ein erf indungsgemaSes MCP-Protein oder ein biologisch aktiver Ab- 
schnitt Oder Fragment davon kann die Ausbeute, Produktion und/ 
Oder Effizienz der Produktion einer oder mehrerer Feinchemikalien 
in C. glutamicum modulieren, Kohlenwasserstof f e abbauen, Terpe- 
40 noide oxidieren, als Ziel fiir Arzneimittelentwicklung dienen oder 
als Identif ikationsmarker fiir C. glutamicum oder verwandte Orga- 
nismen dienen . 

In den nachstehenden Unterabschnitten sind verschiedene Aspekte 
45 der Erfindung ausf iihrlicher beschrieben: 
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A. Isolierte Nukleinsauremolekule 

Ein Aspekt der Erfindung betrifft isolierte Nukleinsauremolekule, 
die MCP-Molekiile Oder biologisch aktive Abschnitte davon codie- 
5 ren, sowie Nukleinsauref ragmente, die zur Verwendung als Hybridi- 
sierungssonden Oder Primer zur Identif izierung oder Amplifizie- 
rung von MCP-codierenden Nukleinsauren (z.B. MCP-DNA) hinreichen. 
Diese Nukleinsauremolekule konnen zur Identif ikation von C. glu- 
tamicum oder verwandten Organismen, zur Kartierung des Genoms von 

10 C. glutamicum oder verwandten Organismen oder zur Identif ikation 
von Mikroorganismen, die zur Produktion von Feinchemikalien, z.B. 
durch Fermentationsverfahren, geeignet sind, verwendet werden. 
Der Begriff "Nukleinsauremolekiil" , wie hier verwendet, soil DNA- 
Molekiile (z.B. cDNA oder genomische DNA) und RNA-Molekiile (z.B. 

15 mRNA) sowie DNA- Oder RNA-Analoga, die mittels Nukleotidanaloga 
erzeugt werden, umfassen. Dieser Begriff limfaSt zudem die am 3'- 
und am 5'-Ende des codierenden Genbereichs gelegene untransla- 
tierte Sequenz: mindestens etwa 100 Nukleotide der Sequenz stro- 
mauf warts des 5'-Endes des codierenden Bereichs und mindestens 

20 etwa 20 Nukleotide der Sequenz stromabwarts des 3'-Endes des co- 
dierenden Bereichs des Gens. Das Nukleinsauremolekul kann einzel- 
strangig oder doppelstrangig sein, ist aber vorzugsweise doppel- 
strangige DNA. Ein "isoliertes" Nukleinsauremolekul wird von an- 
deren Nukleinsauremolekiilen abgetrennt, die in der natiirlichen 

25 Quelle der Nukleinsaure zugegen sind. Eine "isolierte" Nuklein- 
saure hat vorzugsweise keine Sequenzen, die die Nukleinsaure in 
der genomischen DNA des Organismus, aus dem die Nukleinsaure 
stammt, natiirlicherweise flankieren (bspw. Sequenzen, die sich am 
5'- bzw. 3'-Ende der Nukleinsaure befinden) . In verschiedenen 

30 Ausflihrungsf ormen kann bspw. das isolierte MCP-Nukleinsauremole- 
kiil weniger als etwa 5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0, 5 kb oder 
0,1 kb der Nukleotidsequenzen, die naturliche2rweise das Nuklein- 
sauremolekul in der genomischen DNA der Zelle, aus der die Nu- 
kleinsaure stammt (bspw. eine C. gluta/nicu;n- Zelle) flankieren. 

35 Ein "isoliertes" Nukleinsauremolekul, wie ein cDNA-Molekul , kann 
iiberdies im wesentlichen frei von anderem zellularen Material 
Oder Kulturmedium sein, wenn es durch rekombinante Techniken her- 
gestellt wird, oder frei von chemischen Vorstufen oder anderen 
Chemikalien sein, wenn es chemisch synthetisiert wird. 

40 

Ein erf indungsgemaSes Nukleinsauremolekul, bspw. eine Nukleinsau- 
remolekul mit einer Nukleotidsequenz aus Anhang A oder ein Ab- 
schnitt davon, kann mittels molekularbiologischer Standard-Tech- 
niken und der hier berei tgestellten Sequenzinf ormation isoliert 
45 werden. Bspw. kann eine C. giuta/nicum-MCP-cDNA aus einer C. glu- 
tamicu/n-Bank isoliert werden, indem eine vollstandige Sequenz aus 
Anhang A oder ein Abschnitt davon als Hybridisierungssonde und 
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Standard-Hybridisierungstechniken (wie bspw. beschrieben in Sam- 
brook, J., Fritsch, E.F. iind Maniatis, T. Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual. 2. Aufl., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989) 
5 verwendet werden. Uberdies laSt sich ein Nukleinsauremolekiil , um- 
fassend eine vollstandige Sequenz aus Anhang A oder einen Ab- 
schnitt davon, durch Polymerasekettenreaktion isolieren, wobei 
die Oligonukleotidprimer , die auf der Basis dieser Sequenz er- 
stellt wurden, verwendet werden (z.B. kann ein Nukleinsauremole- 

10 kill, umfassend eine vollstandige Sequenz aus Anhang A oder einen 
Absctmitt davon, durch Polymerasekettenreaktion isoliert werden, 
indem Oligonukleotidprimer verwendet werden, die auf der Basis 
dieser gleichen Sequenz aus Anhang A erstellt worden sind) . Bspw. 
laSt sich mRNA aus normalen Endothelzellen isolieren (bspw. durch 

15 das Guanidiniumthiocyanat-Extraktionsverf ahren von Chirgwin et 
al. (1979) Biochemistry 18:52 94-5299), und die cDNA kann mittels 
reverser Transkriptase (bspw. Moloney-MLV-Reverse-Transkriptase, 
erhaltlich bei Gibco/BRL, Bethesda, MD, oder AMV-Reverse-Trans- 
kriptase, erhaltlich von Seikagaku America, Inc., St. Petersburg, 

20 FL) und mittels zuf allsgemaSen Polynukleotidprimern oder Oligonu- 
kleotidprimern auf der Basis einer der im Anhang A gezeigten Nu- 
kleotidsequenzen hergestellt werden. Synthetische Oligonukleotid- 
primer fur die Amplif i zierung via Polymerasekettenreaktion lassen 
sich auf der Basis einer der in Anhang A gezeigten Nukleotid- 

25 sequenzen erstellen. Eine erf indungsgemaJle Nukleinsaure kann mit- 
tels cDNA oder alternativ genomischer DNA als Matrize und geei- 
gneten Oligonukleotidprimern gemaS PCR-Standard-Amplif ikations- 
techniken amplifiziert werden. Die so amplif izierte Nukleinsaure 
kann in einen geeigneten Vektor kloniert werden und durch DNA-Se- 

30 quenzanalyse charakterisiert werden. Oligonukleotide, die einer 
MCP-Nukleotidsequenz entsprechen, konnen ferner durch Standard- 
Syntheseverf ahren, bspw. mit einem automatischen DNA-Synthesege- 
rat, hergestellt werden. 

35 Bei einer bevorzugten Aus fiihrungs form \imfal^t ein erf indungsgema- 
Ses isoliertes Nukleinsauremolekiil eine der in Anhang A aufge- 
fiihrten Nukleotidsequenzen . Die Sequenzen von Anhang A entspre- 
chen den erf indungsgemaSen MCP-cDNAs aus Corynejbacteriu/n glutami- 
cum. Diese cDNAs umfassen Sequenzen, die MCP-Proteine (d.h. den 

40 "codierenden Bereich" , der in jeder Sequenz in Anhang A angegeben 
ist) , sowie die 5'- und 3 ' -untranslatierten Sequenzen, die eben- 
falls in Tmhang A angegeben sind. Das Nukleinsauremolekiil kann 
alternativ nur den codierenden Bereich einer der Sequenzen in An- 
hang A umfassen. 



45 
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Fiir die Zwecke dieser Anmeldung hat selbstverstandlich jede der 
in Anhang A angegebenen Sequenzen eine RXA- Oder RXN-Identif izie- 
rungsniommer, wobei hinter der Bezeichnung "RXA" oder "RXN" 5 Zif- 
fem aufgefiihrt sind (bspw. RXA00003). Jede dieser Sequenzen um- 
5 faSt bis zu drei Abschnitte: einen stromauf warts gelegenen 5'-Be- 
reich, einen codierenden Bereich, und einen stromabwarts gelege- 
nen Bereich. Jeder dieser drei Bereiche ist durch die gleiche 
RXA- Oder RXN- Bezeichnung gekennzeichnet , um Verwirrung zu ver- 
meiden. Die Bezeichnung "eine der Sequenzen in Anhang A" steht 

10 dann fiir eine der Sequenzen in Anhang A, die sich durch ihre un- 
terschiedlichen RXA- oder RXN-Nummern unterscheiden lassen. Der 
codierende Bereich jeder Seguenz wird in die entsprechende Amino- 
sauresequenz translatiert , die in Anhang B angegeben ist. Die Se- 
quenzen in Anhang B werden durch die gleichen RXA- oder RXN-Num- 

15 mern wie in Anhang A identif iziert , so daS sie sich leicht zuord- 
nen lassen. Bspw. ist die mit RXA00003 bezeichnete Aminosaure- 
sequenz in Anhang B eine Translation des codierenden Bereichs der 
Nukleotidsequenz des Nukleinsauremoleklils RXA00003 in Anhang A. 

20 Bei einer Ausf iihrungsf orm sollen die erf indungsgemaSen Nuklein- 
sauremolekiile nicht die in Tabelle 2 zusammengestellten umfassen. 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orm xomfaEt ein erfin- 
dungsgemaSes isoliertes Nukleinsauremolekiil ein zu einer der in 

25 Anhang A gezeigten Nukleotidsequenzen komplemen tares Nukleinsau- 
remolekiil Oder einen Abschnitt davon, wobei es sich um ein Nu- 
kleinsauremolekiil handelt, das zu einer der in Anhang A gezeigten 
Nukleotidsequenzen hinreichend komplementar ist, daS es mit einer 
der in Anhang A angegebenen Sequenzen hybridisieren kann, wodurch 

30 ein stabiler Duplex entsteht. 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsf orm umfalSt ein erfin- 
dungsgemaSes isoliertes Nukleinsauremolekiil eine Nukleotidse- 
quenz, die mindestens etwa 50-60%, vorzugsweise mindestens etwa 

35 60-70%, starker bevorzugt mindestens etwa 70-80%, 80-90% oder 
90-95% und noch starker bevorzugt mindestens etwa 95%, 96%, 97%, 
98%, 99% Oder noch homologer zu einer in Anhang A angegebenen Nu- 
kleotidsequenz Oder einem Abschnitt davon ist. Bei einer weiteren 
bevorzugten Ausf iihrungsf orm umfaSt ein erf indungsgemaSes isolier- 

40 tes Nukleinsauremolekiil eine Nukleotidsequenz, die, bspw. unter 
stringenten Bedingungen, mit einer der in Anhang A gezeigten Nu- 
kleotidsequenzen Oder einem Abschnitt davon hybridisiert . 

Das erf indungsgemaSe Nukleinsauremolekiil kann iiberdies nur einen 
45 Abschnitt des codierenden Bereichs von einer der Sequenzen in An- 
hang A umfassen, bspw. ein Fragment, das als Sonde oder Primer 
Oder Fragment verwendet werden kann, welches einen biologisch ak- 
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tiven Abschnitt eines MCP-Proteins codiert . Die aus der Klonie- 
rung der MCP-Gene aus C. glutamicum ermittelten Nukleotidsequen- 
zen ermoglichen die Erzeugung von Sonden und Primern, die zur 
Identif izierung und/oder Klonierung von MCP-Homologa in anderen 
5 Zelltypen und Organismen und MCP-Homologa von anderen Corynebak- 
terien oder verwandten Arten ausgelegt sind. Die Sonde bzw. der 
Primer umfaSt gewohnlich im wesentlichen gereinigtes Oligonukleo- 
tid. Das Oligonukleotid umfaSt gewohnlich einen Nukleotidsequenz- 
bereich, der unter stringenten Bedingungen an mindestens etwa 12, 

10 vorzugsweise etwa 25, starker bevorzugt etwa 40, 50 oder 75 auf- 
einanderf olgende KFukleotide eines Sense-Stranges von einer der in 
Anhang A angegebenen Sequenzen, eines Antisense-Stranges von ei- 
ner der in Anhang A angegebenen Sequenzen oder natiirlich vorkom- 
menden Mutanten davon hybridisiert . Primer auf der Basis einer 

15 Nukleotidsequenz aus Anhang A konnen in PCR-Reaktionen zur Klo- 
nierung von MCP-Homologa veorwendet werden. Sonden auf der Basis 
der MCP-Nukleotidsequenzen konnen zum Nachweisen von Transkripten 
Oder genomischen Sequenzen, die das gleiche oder homologe Pro- 
teine codieren, verwendet werden. In bevorzugten Ausfuhrungsf or- 

20 men umfaSt die Sonde zudem eine daran gebundene Markierungs- 
gruppe, bspw. ein Radioisotop, eine f luoreszierende Verbindung, 
ein Enzym oder einen Enzym-Cof aktor . Diese Sonden konnen als Teil 
eines diagnostischen Test-Kits zur Identif izierung von Zellen 
vemA^endet werden, die ein MCP-Protein mi&exprimieren, bspw. durch 

25 Messen einer Menge einer MCP-codierenden Nukleinsaure in einer 
Zellenprobe, bspw. durch Nachweisen der MCP-mRNA- Spiegel oder 
durch Bestimmen, ob ein genomisches MCP-Gen mutiert oder dele- 
tiert ist. 

30 Bei einer Aus flihrungs form codiert das erf indungsgemai^e Nuklein- 
sauremolekiil ein Protein oder einen Abschnitt davon, der eine 
Aminosauresequenz umfal^t, die hinreichend homolog zu einer Amino- 
sauresequenz von Anhang B ist, daS das Protein oder ein Abschnitt 
davon die Fahigkeit behalt, die Ausbeute, Produktion und/oder Ef- 

35 fizienz der Produktion einer oder mehrerer Feinchemikalien in C. 
glutamicum zu modulieren, Kohlenwasserstof f e abzubauen, Terpe- 
noide zu oxidieren, als Ziel fiir Arzneimittelentwicklung zu die- 
nen oder als Identif ikationsmarker fiir C. glutamicum oder ver- 
wandte Organismen zu dienen. Wie hier verwendet, betrifft der Be- 

40 griff "hinreichend homolog" Proteine oder Abschnitte davon, deren 
Aminosauresequenzen eine minimale Anzahl identischer oder aquiva- 
lenter (bspw. einen Aminosaurerest mit einer ahnlichen Seiten- 
kette wie ein Aminosaurerest in einer der Sequenzen von Anhang B) 
Aminosaurereste zu einer Aminosauresecjuenz aus Anhang B aufwei- 

45 sen, so daS das Protein oder ein Abschnitt davon die Ausbeute, 
Produktion und/oder Effizienz der Produktion einer oder mehrerer 
Feinchemikalien in C. glutamicum modulieren, Kohlenwasserstof fe 
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abbauen, Terpenoide oxidieren, als Ziel fur Arzneimittelentwick- 
lung dienen oder als Identif ikationsmarker fur C. glutamicum Oder 
verwandte Organismen dienen kann. Beispiele dieser Aktivitaten 
sind ebenfalls hier beschrieben. Somit tragt die "Funktion eines 
5 MCP-Proteins" zur Gesamt-Regulation des Stof f wechselweges einer 
Oder mehrerer Feinchemikalien oder zum Abbau eines Kohlenwasser- 
stoffs Oder zur Oxidation eines Terpenoids bei. 

Bei einer weiteren Ausf iihrungsf orm ist das Protein mindestens 
10 etwa 50-60%, vorzugsweise mindestens etwa 60-70%, starker bevor- 
zugt mindestens etwa 70-80%, 80-90%, 90-95% und am starksten be- 
vorzugt mindestens etwa 96%, 97%, 98%, 99% oder noch homologer zu 
einer vollstandigen Aminosauresequenz in Anhang B. 

15 Abschnitte von Proteinen, die von den erf indungsgemaSen MCP-Nu- 
kleinsauremolekulen codiert werden, sind vorzugsweise biologisch 
aktive Abschnitte von einem der MCP-Proteine . Der Begriff "biolo- 
gisch aktiver Abschnitt eines MCP- Proteins" , wie er hier verwen- 
det wird, soil einen Abschnitt, bspw. eine Domane/ein Motiv eines 

20 MCP-Proteins, umfassen, die/das die Ausbeute, Produktion und/oder 
Effizienz der Produktion einer oder mehrerer Feinchemikalien in 
C. glutamicum moduliert, Kohlenwasserstof f e abbaut, Terpenoide 
oxidiert, als Ziel fiir Arzneimi ttelentwicklung oder als Identi- 
f ikationsmarker fiir C. glutamicum oder verwandte Organismen 

25 dient. Zur Bestimmung, ob ein MCP-Protein oder ein biologisch ak- 
tiver Abschnitt davon die Ausbeute, Produktion und/oder Effizienz 
der Produktion einer oder mehrerer Feinchemikalien in C. glutami- 
cum modulieren, Kohlenwasserstof fe abbauen oder Terpenoide oxi- 
dieren kann, kann ein Test der enzymatischen Aktivitat durchge- 

30 fuhrt werden. Diese Testverf ahren, wie eingehend beschrieben in 
Beispiel 8 des Beispielteils, sind dem Fachmann gelaufig. 

Zusatzliche Nukleinsauref ragmente, die biologisch aktive Ab- 
schnitte eines MCP-Proteins codieren, lassen sich durch Isolieren 
35 eines Abschnitts von einer der Seguenzen in Anhang B, Exprimieren 
des codierten Abschnitt des MCP-Proteins oder -Peptides (z.B. 
durch rekombinante Expression in vitro) und Bestimmen der Aktivi- 
tat des codierten Abschnittes des MCP-Proteins oder -Peptides 
herstellen . 

40 

Die Erfindung \imfaSt zudem Nukleinsauremolekiile, die sich von ei- 
ner der in Anhang A gezeigten Nukleotidsequenzen (und Abschnitten 
davon) aufgrund des degenerierten genetischen Codes unterscheiden 
und somit das gleiche MCP-Protein codieren wie dasjenige, das von 
45 den in Anhang A gezeigten Nukleotidsequenzen codiert wird. In ei- 
ner anderen Ausf iihrungsf orm hat ein erf indungsgemaSes isoliertes 
Nukleinsauremolekill eine Nukleotidsequenz, die ein Protein mit 
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einer in Anhang B gezeigten Aminosaureseguenz codiert. In einer 
weiteren Ausf uhrungsf orm codiert das erf indungsgemafie Nukleinsau- 
remolekul ein C. giuta/niciim-Vollangenprotein, das zu einer Amino- 
saureseguenz aus Anhang B (codiert von einem in Anhang A gezeig- 
5 ten offenen Leseraster) im wesentlichen homolog ist. 

Zusatzlich zu den in Anhang A gezeigten C. glu ta/nicu/n-MCP-Nukleo- 
tidsequenzen, ist dem Fachmann bekannt, daS DNA-Sequenzpolymor- 
phismen, die zu Anderungen in den Aminosauresequenzen von MCP- 

10 Proteinen fiihren, innerhalb einer Population (bspw. der C. gluta- 
jnicu/n-Population) existieren konnen. Diese genetischen Polymor- 
phismen im MCP-Gen konnen zwischen Individuen innerhalb einer Po- 
pulation aufgrund der natiir lichen Variation existieren. Wie hier 
verwendet, bedeuten die Begriffe "Gen" und "rekombinantes Gen" 

15 Nukleinsauremolekiile mit einem offenen Leseraster, das ein MCP- 
Protein, vorzugsweise ein C. giutamicum-MCP-Protein, codiert. 
Diese naturlichen Variationen bewirken ublicherweise eine Varianz 
von 1-5% in der Nukleotidseguenz des MCP-Gens . Samtliche Nukleo- 
tidvariationen und daraus resultierenden Aminosaurepolymorphismen 

20 in MCP, die das Ergebnis naturlicher Variation sind und die funk- 
tionelle Aktivitat von MCP-Proteinen nicht verandern, sollen im 
Umfang der Erfindung liegen. 

Nukleinsauremolekiile, die naturlichen Varianten entsprechen, und 

25 Nicht-C. glut ami cu/n- Homo loga der erf indungsgemaSen C. glutamicum- 
MCP-cDNA konnen aufgrund ihrer Homologie zur hier offenbarten C. 
gJuta/ni cu/n-MCP-Nukleinsaure mit der C. glu t a/ni cum- cDNA oder einem 
Abschnitt davon als Hybridisierungssonde gemaS Standard-Hybridi- 
sierungstechniken unter stringenten Hybridisierungbedingungen 

30 isoliert werden. In einer anderen Ausf uhrungsf orm ist folglich 
ein erf indungsgemaSes isoliertes Nukleinsauremolekiil mindestens 
15 Nukleotide lang und hybridisiert unter stringenten Bedingungen 
mit dem Nukleinsauremolekiil, das eine Nukleotidseguenz aus Anhang 
A umfal^t. In anderen Ausf iihrungsf ormen ist die Nukleinsaure min- 

35 destens 30, 50, 100, 250 Nukleotide lang oder langer. Der Begriff 
"hybridisiert unter stringenten Bedingungen", wie er hier verwen- 
det wird, soil Hybridisierungs- und Waschbedingungen beschreiben, 
\inter denen Nukleot idseguenzen, die mindestens 60% homolog zuein- 
ander sind, gewohnlich aneinander hybridisiert bleiben. Die Be- 

40 dingungen sind vorzugsweise derart, daS Seguenzen, die mindestens 
etwa 65%, starker bevorzugt mindestens etwa 70% und noch starker 
bevorzugt mindestens etwa 7 5% oder starker zueinander homolog 
sind, gewohnlich aneinander hybridisiert bleiben. Diese stringen- 
ten Bedingungen sind dem Fachmann bekannt und lassen sich in Aus- 

45 ubel et al . , Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & 
Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6. finden. Ein bevorzugtes, nicht- 
einschrankendes Beispiel fiir stringente Hybridisierungsbedingun- 
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gen ist eine Hybridisierung in 6x Natriumchlorid/Natriumcitrat 
(SSC) bei etwa 45°C, gefolgt von einem oder mehreren Waschschrit- 
ten in 0,2x SSC, 0,1% SDS bei 50-65*^C. Ein erf indungsgemal^es iso- 
liertes Nukleinsauremolekiil , das unter stringenten Bedingiingen an 
5 eine Sequenz aus Anhang A hybridisiert , entspricht vorzugsweise 
einem natiirlich vorkommenden Nukleinsauremolekiil . Wie hier ver- 
wendet betrifft ein "natiirlich vorkommendes" Nukleinsauremolekiil 
ein RNA- Oder DNA-Molekiil mit einer Nukleotidsequenz, die in der 
Natur vorkommt (bspw. ein natiirliches Protein codiert) . Bei einer 
10 Ausf iihrungsf orm codiert die Nukleinsaure ein natiirlich vorkommen- 
des C. giutamicu/n-MCP-Protein . 

Zusatzlich zu natiirlich vorkommenden Varianten der MCP-Sequenz, 
die in der Population existieren konnen, ist der Fachmann sich 

15 ebenfalls bewul^t dariiber, daE Anderungen durch Mutation in eine 
Nukleotidsequenz von Anhang A eingebracht werden konnen, was zur 
Anderung der Aminosauresequenz des codierten MCP-Proteins fiihrt, 
ohne daS die Funktionsf ahigkeit des MCP-Proteins beeintrachtigt 
wird, Bspw. lassen sich Nukleotidsusbtitutionen, die an "nicht- 

20 essentiellen" Aminosaureresten zu Aminosauresubstitutionen fiih- 
ren, in einer Sequenz von Anhang A herstellen. Ein "nicht-essen- 
tieller" Aminosaurerest ist ein Rest, der sich in der Wildtypse- 
quenz von einem der MCP-Proteine (Anhang B) verandern laSt, ohne 
daS die Aktivitat des MCP-Proteins verandert wird, wohingegen ein 

25 "essentieller" Aminosaurerest fiir die MCP-Proteinaktivitat erfor- 
derlich ist. Andere Aminosaurereste jedoch (bspw. nicht-konser- 
vierte oder lediglich semikonservierte Aminosaurereste in der Do- 
mane mit MCP-Aktivitat ) konnen fiir die Aktivitat nicht essentiell 
sein \ind lassen sich somit wahrscheinlich verandern, ohne da£ die 

30 MCP-Aktivitat verandert wird. 



Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft folglich Nukleinsaure- 
molekiile, die MCP-Proteine codieren, die veranderte Aminosaurere- 
ste enthalten, die fiir die MCP-Aktivitat nicht-essentiell sind. 

35 Diese MCP-Proteine unterscheiden sich in der Aminosauresequenz 
von einer Sequenz in Anhang B, behalten aber dennoch mindestens 
eine der hier beschriebenen MCP-Aktivitaten . Das isolierte Nu- 
kleinsauremolekiil umfaSt bei einer Ausf iihrungsf orm eine Nukleo- 
tidsequenz, die ein Protein codiert, das eine Aminosauresequenz 

40 umfaEt, die mindestens etwa 50% Homologie zu einer Aminosaure- 
sequenz aus Anhang B aufweist und die Ausbeute, Produktion und/ 
Oder Effizienz der Produktion einer oder mehrerer Feinchemikalien 
in C. glutamicum modulieren, Kohlenwasserstof f e abbauen, Terpe- 
noide oxidieren, als Ziel fiir Arzneimittelentwicklung dienen oder 

45 als Identif ikationsmarker fiir C. glutamicum oder verwandte Orga- 
nismen dienen kann. Das von dem Nukleinsauremolekiil codierte Pro- 
tein weist vorzugsweise mindestens etwa 50-60%, starker bevorzugt 
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mindestens etwa 60-70%, noch starker bevorzugt mindestens etwa 
70-80%, 80-90%, 90-95%, und am starksten bevorzugt mindestens 
etwa 96%, 97%, 98% Oder 99% Homologie zu einer der Sequenzen in 
Anhang B auf . 

5 

Zur Bestimmung der prozentualen Homologie von zwei Aminosaurese- 
quenzen (bspw. einer der Sequenzen aus Anhang B und einer mutier 
ten Form davon) Oder von zwei Nukleinsauren werden die Sequenzen 
fiir optimale Vergleichszwecke untereinander geschrieben (bspw. 

10 kdnnen Liicken in die Sequenz eines Proteins Oder einer Nuklein- 
saure eingefugt werden, damit ein optimales Alignment mit dem an 
deren Protein oder der anderen Nukleinsaure erzeugt wird) . Die 
Aminosaurereste oder die Nukleotide werden dann an den entspre- 
chenden Aminosaure- oder Nukleotidpositionen miteinander vergli- 

15 Chen. Wenn eine Position in einer Sequenz (bspw. einer der Se- 
quenzen von Anhang B) vom gleichen Aminosaurerest oder Nukleotid 
belegt wird, wie an der entsprechenden Stelle in der anderen Se- 
quenz (bspw. einer mutanten Form der aus 7\nhang B ausgewahlten 
Sequenz) , dann sind die Molekiile an dieser Position homolog (d.h 

20 der hier verwendete Begriff Aminosaure- oder Nukleinsaure- "Homo- 
logie" ist Equivalent zu Aminosaure- oder Nukleinsaure-" Identi- 
tat" ) . Die prozentuale Homologie zwischen den beiden Sequenzen 
ist eine Funktion der Anzahl der identischen Positionen in alien 
Sequenzen (d.h. % Homologie = Anzahl der identischen Positionen/ 

25 Gesamtanzahl der Positionen x 100). 

Ein isoliertes Nukleinsauremolekiil , das ein MCP- Protein codiert, 
das zu einer Proteinsequenz aus Anhang B homolog ist, kann durch 
Einbringen von einer oder mehreren Nukleotidsubstitutionen, 

30 -additionen oder -deletionen in eine Nukleotidsequenz aus Anhang 
A erzeugt werden, so daS eine oder mehrere Aminosauresubsti- 
tutionen, -additionen oder -deletionen in das codierte Protein 
eingebracht werden. Die Mutationen konnen in eine der Sequenzen 
aus Anhang A durch Standard-Techniken, wie stellengerichtete Mu- 

35 tagenese und PCR-vermittelte Mutagenese, eingebracht werden. Vor 
zugsweise werden konservative Aminosauresubstitutionen an einem 
Oder mehreren der vorhergesagten nicht-essentiellen Aminosaurere 
ste eingefuhrt. Bei einer "konsejrvativen Aminosauresubst itution" 
wird der Aminosaurerest durch einen Aminosaurerest mit einer ahn 

40 lichen Seitenkette ausgetauscht . Im Fachgebiet sind Familien von 
Aminosaureresten mit ahnlichen Seitenketten definiert worden. 
Diese Familien \imfassen Aminosauren mit basischen Seitenketten 
(z.B. Lysin, Arginin, Histidin) , sauren Seitenketten (z.B. Aspa- 
raginsaure, Glutaminsaure ) , ungeladenen polaren Seitenketten 

45 (z.B. Glycin, Asparagin, Glutamin, Serin, Threonin, Tyrosin, Cy- 
stein) , nicht-polaren Seitenketten, (bspw. Alanin, Valin, Leucin 
Isoleucin, Prolin, Phenylalanin, Methionin, Tryptophan), beta- 
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verzweigten Seitenketten (z.B. Threonin, Valin, Isoleucin) und 
aromatischen Seitenketten (z.B. Tyrosin, Phenylalanin, Trypto- 
phan, Histidin) . Ein vorhergesagter nicht-essentieller Aminosau- 
rerest in einem MCP-Protein v/ird somit vorzugsweise durch einen 
5 anderen Aminosaurerest der gleichen Seitenkettenf amilie ausge- 
tauscht. In einer weiteren Ausf uhrungsf orm konnen die Mutationen 
altemativ zuf allsgemal^ uber die gesamte oder einen Teil der MCP- 
codierenden Sequenz eingebracht werden, bspw. durch Sattigungsmu- 
tagenese, und die result ierenden Mutanten konnen auf eine hier 

10 beschriebene MCP-Aktivitat untersucht werden, uim Mutanten zu 

identif izieren, die eine MCP-Aktivitat beibehalten. Nach der Mu- 
tagenese von einer der Sequenzen aus Anhang A kann das codierte 
Protein rekombinant exprimiert werden, und die Aktivitat des Pro- 
teins kann bspw. mit den hier beschriebenen Tests (siehe Beispiel 

15 8 des Beispielteils) bestimmt werden. 

Zusatzlich zu den Nukleinsauremolekiilen, die die vorstehend be- 
schriebenen MCP-Proteine codieren, betrifft ein weiterer Aspekt 
der Erfindung isolierte Nukleinsauremolekiile, die antisense dazu 

20 sind. Eine "Ant isense-"Nukleinsaure umfaSt eine Nukleotidsequenz, 
die zu einer "Sense-"Nukleinsaure, welche ein Protein codiert, 
komplementar ist, bspw. komplementar zum codierenden Strang eines 
doppelstrangigen cDNA-Molekiils oder komplementar zu einer mRNA- 
Sequenz. Eine Antisense-Nukleinsaure kann folglich iiber Wasser- 

25 stof fbruckenbindungen an eine Sense-Nukleinsaure binden. Die An- 
tisense-Nukleinsaure kann zum gesamten MCP-codierenden Strang 
Oder nur zu einem Abschnitt davon komplementar sein. Bei einer 
Ausf uhrungsf orm ist ein Antisense-Nukleinsauremolekiil antisense 
zu einem "codierenden Bereich" des codierenden Stranges einer Nu- 

30 kleotidsequenz , die ein MCP-Protein codiert. Der Begriff "codie- 
render Bereich" betrifft den Bereich der Nukleotidsequenz , der 
Codons umfaSt, die in Aminosaurereste translatiert werden (bspw. 
umfaSt der gesamte codierende Bereich von SEQ.-ID. RXA00003 die 
Nukleotide 1 bis 741) . Bei einer weiteren Ausf uhrungsf orm ist das 

35 Antisense-Nukleinsauremolekiil antisense zu einem "nicht-codieren- 
den Bereich" des codierenden Stranges einer Nukleotidsequenz, die 
MCP codiert. Der Begriff "nicht-codierender Bereich" betrifft 5'- 
und 3 ' -Sequenzen, die den codierenden Bereich flankieren und 
nicht in Aminosauren translatiert werden (d.h. die auch als 5'- 

40 und 3 ' -untranslatierte Bereiche bezeichnet werden). 

Bei den hier offenbarten Sequenzen des codierenden Stranges, die 
das MCP codieren (bspw. die Sequenzen aus Anhang A) , konnen die 
erf indungsgemaSen Antisense-Nukleinsauren gemaS der Regeln der 
45 Watson-Crick-Basenpaarung ausgestaltet werden. Das Antisense-Nu- 
kleinsauremolekiil kann zum gesamten codierenden Bereich von MCP- 
mRNA komplementar sein, ist aber starker bevorzugt ein Oligonu- 
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kleotid, das zu lediglich einem Abschnitt des codierenden oder 
nicht-codierenden Bereichs der MCP-mRNA antisense ist. Das Anti- 
sense-Oligonukleotid kann bspw. zum Bereich, der die Translati- 
onsstartstelle von MCP-mRNA umgibt, komplementar sein. Ein Anti- 
5 sense-Oligonukleotid kann bspw. etwa 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 
40, 45 Oder 50 Nukleotide lang sein. Eine erf indungsgemaSe Anti- 
sense-Nukleinsaure kann durch chemische Synthese und enzymatische 
Ligationsreaktionen mittels im Fachgebiet bekannter Verfahren 
konstruiert werden. Eine Antisense-Nukleinsaure (bspw. ein Anti- 

10 sense-Oligonukleotid) kann chemisch synthetisiert werden, wobei 
natiirlich vorkommende Nukleotide oder verschieden modifizierte 
Nukleotide verwendet werden, die so gestaltet sind, dalS sie die 
biologische Stabilitat der Molekiile erhohen oder die physikali- 
sche Stabilitat des Duplexes erhohen, der zwischen der Antisense- 

15 und Sense-Nukleinsaure entstanden ist. Bspw. konnen Phosphort- 
hioat-Derivate und acridinsubstituierte Nukleotide verwendet wer- 
den. Beispiele modif izierter Nukleotide, die zur Erzeugung der 
Antisense-Nukleinsaure verwendet werden konnen, sind u.a. 5-Fluo- 
ruracil, 5-Bromuracil , 5-Chloruracil , 5-Ioduracil, Hypoxanthin, 

20 Xanthin, 4-Acetylcytosin, 5- (Carboxyhydr oxylme thy 1) uracil, 5-Car- 
boxyTnethylaminomethyl-2-thiouridin, 5-Carboxymethylaminomethylu- 
racil, Dihydrouracil, Beta-D-Galactosylqueosin, Inosin, N6-Iso- 
pentenyladenin, 1-Methylguanin, 1-Methyl inosin, 2, 2-Dimethylgua- 
nin, 2-Methyladenin, 2-Methylguanin, 3-Methylcytosin, 5-Methylcy- 

25 tosin, N6-Adenin, 7-Methylguanin, 5-Methylaminomethyluracil, 

5-Methoxyaminomethyl-2-thiouracil , Beta-D-Mannosylgueosin, 5 '-Me- 
thoxycarboxyme thy 1 ur ac i 1 , 5 -Me thoxyurac i 1 , 2 -Me t hy 1 th i o-N6 - i s o - 
pentenyladenin, Uracil-5-oxyessigsaure (v) , Wybutoxosin, Pseudou- 
racil, Queosin, 2-Thiocytosin, 5-Methyl-2-thiouracil , 2-Thioura- 

30 cil, 4-Thiouracil, 5-Methyluracil , Uracil-5-oxyessigsauremethyle- 
ster, Uracil-5-oxyessigsaure (v) , 5-Methyl-2-thiouracil , 
3- (3-Amino-3-N-2-carboxypropyl )uracil , (acp3)w und 2 , 6-Diaminopu- 
rin. Die Antisense-Nukleinsaure kann ersatzweise biologisch her- 
gestellt werden, indem ein Expressionsvektor verwendet wird, in 

35 den eine Nukleinsaure in Antisense-Richtung subkloniert worden 
ist (d.h. RNA, die von der eingebrachten Nukleinsaure transkri- 
biert wird, ist zu einer Zielnukleinsaure von Interesse in Anti- 
sense-Richtung orientiert, was im nachstehenden Unterabschnitt 
weiter beschrieben ist) . 

40 

Die erf indungsgemaSen Antisense-Nukleinsauremolekille werden libli- 
cherweise an eine Zelle verabreicht oder in situ erzeugt, so daS 
sie mit der zellularen mRNA und/oder der genomischen DNA, die ein 
MCP- Protein codiert, hybridisieren oder daran binden, so daS die 
45 Expression des Proteins, bspw. durch Hemmung der Transkription 
und/oder Translation, gehemmt wird. Die Hybridisierung kann durch 
herkommliche Nukleotid-Komplementaritat unter Bildung eines sta- 
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bilen Duplexes Oder bspw. im Fall eines Antisense-Nukleinsauremo- 
lekiils, das DNA-Duplices bindet, durch spezifische Wechselwirkun- 
gen in der groSen Furche der Doppelhelix erfolgen. Das Antisense- 
Molekul kann so modifiziert werden, daS es spezifisch an einen 
5 Rezeptor oder an ein Antigen bindet, das auf einer ausgewahlten 
Zelloberf lache exprimiert wird, bspw. durch Verknupfen des Anti- 
sense-Nukleinsauremolekiils mit einem Peptid oder einem Antikor- 
per, das/der an einen Zelloberf lachenrezeptor oder Antigen bin- 
det. Das Antisense-Nukleinsauremolekiil kann auch unter Verwendung 
10 der hier beschriebenen Vektoren an Zellen verabreicht werden. Zur 
Erzielung hinreichender intrazellularer Konzentrationen der Anti- 
sense-Molekiile sind Vektorkonstrukte, in denen sich das Antisen- 
se-Nukleinsauremolekiil unter der Kontrolle eines prokaryotischen, 
viralen oder eukaryotischen Promotors befindet, bevorzugt. 

15 

In einer weiteren Ausfiihrungsf ojrm ist das erf indungsgemaSe Anti- 
sense-Nukleinsauremolekul ein a-anomeres Nukleinsauremolekiil . Ein 
a-anomeres Nukleinsauremolekiil bildet spezifische doppelstrangige 
Hybride mit komplementarer RNA, wobei die Strange im Gegensatz 

20 zu gewohnlichen P-Einheiten parallel zueinander verlaufen. 
(Gaultier et al . , (1987) Nucleic Acids Res. 15:6625-6641). 
Das Antisense-Nukleinsauremolekiil kann zudem ein 2'-0-Methyl- 
ribonukleotid ( Inoue et al . , (1987) Nucleic Acids Res. 
15:6131-6148) Oder ein chimares RNA-DNA- Ana logon (Inoue et al. 

25 (1987) FEES Lett. 215:327-330) umfassen. 



In einer weiteren Ausfuhr\ingsf orm ist eine erf indungsgemaSe Anti- 
sense-Nukleinsaure ein Ribozym. Ribozyme sind katalytische RNA- 
Molekiile mit Ribonukleaseaktivitat , die eine einzelstrangige Nu- 

30 kleinsaure, wie eine mRNA, zu der sie einen komplementaren Be- 
reich haben, spalten konnen. Somit konnen Ribozyme (z.B. Hammer- 
head-Ribozyme (beschrieben in Haselhoff und Gerlach (19 88) Nature 
334:585-591)) zur katalytischen Spaltung von MCP-mRNA-Transkrip- 
ten verwendet werden, urn dadurch die Translation der MCP-mRNA zu 

35 hemmen. Ein Ribozym mit Spezifitat fur eine MCP-codierende Nu- 
kleinsaure kann auf der Basis der Nukleotidsequenz einer hier of- 
fenbarten MCP-cDNA (d.h. RXA00003 in Anhang A) gestaltet werden. 
Bspw. kann ein Derivat einer Tetrahymena-L-19-IVS-RNA konstruiert 
werden, wobei die Nukleotidsequenz der aktiven Stelle komplemen- 

40 tar zur Nukleotidsequenz ist, die in einer MCP-codierenden mRNA 
gespalten werden soli. S. bspw. Cech et al . , US-Patent Nr. 4 987 
071 und Cech et al . , US-Patent Nr. 5 116 742. Alternativ kann 
MCP-mRNA zur Selektion einer katalytischen RNA mit spezifischer 
Ribonukleaseaktivitat aus einem Pool von RNA-Molekiilen verwendet 

45 werden. Siehe bspw. Bartel, D., und Szostak, J.W. (1993) Science 
261: 1411-1418. 
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Die MCP-Genexpression laSt sich alternativ heinmen, indem Nukleo- 
tidsequenzen, die komplementar zum regulatorischen Bereich einer 
MCP-Nukleotidsequenz sind (bspw. zu einem MCP-Promotor und/oder 
-Enhancer) so dirigiert werden, daS Triple-Helixstarukturen gebil- 
5 det werden, die die Transkription eines MCP-Gens in Ziel-Zellen 
verhindern. Siehe allgemein Helene, C. (1991) Anticancer Drug 
Res. 6(6) 569-584; Helene, C. et al,, (1992) Ann. N. Y. Acad. 
Sci. 660:27-36; und Maher . L.J. (1992) Bioassays 14 ( 12 ): 807-815 . 

10 B. Rekowbinante Expressionsvektoren und Wirtszellen 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft Vektoren, vorzugsweise 
Expressionsvektoren, die eine Nukleinsaure enthalten, die ein 
MCP- Protein (oder einen Abschnitt davon) codieren. Wie hier ver- 

15 wendet, betrifft der Begriff "Vektor" ein Nukleinsauremolekiil , 
das eine andere Nukleinsaure transport ieren kann, an welche es 
gebunden ist. Ein Vektortyp ist ein "Plasmid", was fur eine zir- 
kulare doppelstrangige DNA-Schleife steht, in die zusatzliche 
DNA-Segmente ligiert werden konnen. Ein weiterer Vektortyp ist 

20 ein viraler Vektor, wobei zusatzliche DNA-Segmente in das virale 
Genom ligiert werden konnen. Bestimmte Vektoren konnen in einer 
Wirtszelle, in die sie eingebracht worden sind, autonom replizie- 
ren (bspw. Bakterienvektoren mit bakteriellem Replikations- 
ursprung und episomale Saugetiervektoren) . Andere Vektoren (z.B. 

25 nicht-episomale Saugetiervektoren) werden in das Genom einer 
Wirtszelle beim Einbringen in die Wirtszelle integriert und da- 
durch zusammen mit dem Wirtsgenom repliziert. Zudem konnen be- 
stimmte Vektoren die Expression von Genen, mit denen sie funkti- 
onsfahig verbunden sind, steuern. Diese Vektoren werden hier als 

30 "Expressionsvektoren" bezeichnet. Gewohnlich haben die Expres- 
sionsvektoren, die bei DNA-Rekombinationstechniken verwendet wer- 
den konnen, die Form von Plasmiden. In der vorliegenden Beschrei- 
bung konnen "Plasmid" und "Vektor" austauschbar verwendet werden, 
da das Plasmid die am haufigsten verwendete Vektorform ist. Die 

35 Erfindung soli jedoch andere Expressionsvektorf ormen, wie virale 
Vektoren (bspw. replikationsdef iziente Retroviren, Adenoviren und 
adenoverwandte Viren) , die ahnliche Funktionen ausiiben, umfassen. 

Die erf indungsgemaSen rekombinanten Expressionsvektoren umfassen 
40 eine erf indungsgemaSe Nukleinsaure in einer Form, die sich zur 
Expression der Nukleinsaure in einer Wirtszelle eignet, d.h. daS 
die rekombinanten Expressionsvektoren eine oder mehrere regulato- 
rische Sequenzen, ausgewahlt auf der Basis der zur Expression zu 
verwendenden Wirtszellen, umfassen, die mit der zu exprimierenden 
45 Nukleinsauresequenz f unktionsf ahig verbunden sind. In einem re- 
kombinanten Expressionsvektor bedeutet " f unktionsf ahig verbun- 
den" , daS die Nukleotidsequenz von Interesse derart an die 
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regxilatorische (n) Sequenz(en) gebunden ist, daS die Expression 
der Nukleotidsequenz moglich ist (bspw. in einem in-vitro-Tran- 
skriptions-ZTranslationssystem oder in einer Wirtszelle, wenn der 
Vektor in die Wirtszelle eingebracht ist) . Der Begriff "regulato- 
5 rische Sequenz" soli Promotoren, Repressorbindxingsstellen, Akti- 
vatorbindungsstellen, Enhancerbereiche und andere Expressionskon- 
trollelemente (bspw. Terminatoren, andere Elemente der m-RNA-Se- 
kundarstruktur oder Polyadenylierungssignale) umfassen. Diese re- 
gulatorischen Sequenzen sind bspw beschrieben in Goeddel : Gene 

10 Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, 
San Diego, CA (1990). Regulatorische Sequenzen umfassen solche, 
die die konstitutive Expression einer Nukleotidsequenz in vielen 
Wirtszelltypen steuern, und solche, die die Expression der Nu- 
kleotidsequenz nur in bestimmten Wirtszellen steuern. Der Fach- 

15 mann ist sich dessen bewuEt, daS die Gestaltung eines Expres- 
sionsvektors von Faktoren abhangen kann, wie der Wahl der zu 
transf ormierenden Wirtszelle, dem gewiinschten AusmaS der Protei- 
nexpression usw. Die erf indungsgemaSen Expressionsvektoren konnen 
in die Wirtszellen eingebracht werden, so daS dadurch Proteine 

20 Oder Peptide, einschliel^lich der Fusionsproteine oder -peptide, 
die von den Nukleinsauren, wie hier beschrieben, codiert werden, 
hergestellt werden (bspw. MCP-Proteine, mutierte Formen von MCP- 
Proteinen, Fusionsproteine, usw. ) . 

25 Die erf indungsgemaSen rekombinanten Expressionsvektoren konnen 

zur Expression von MCP-Proteinen in prokaryotischen oder eukaryo- 
tischen Zellen ausgestaltet sein. Bspw. konnen MCP-Gene in bakte- 
riellen Zellen, wie C. glutamicunif Insektenzellen (mit Baculovi- 
rus-Expressionsvektoren) , Hefe- und anderen Pilzzellen (siehe Ro- 

30 manos, M.A. et al. (1992) "Foreign gene expression in yeast: a 
review". Yeast 8: 423-488; van den Hondel, C. A. M.J. J. et al. 
(1991) "Heterologous gene expression in filamentous fungi" in: 
More Gene Manipulations in Fungi, J.W. Bennet & L.L. Lasure, 
Hrsg., S. 396-428: Academic Press: San Diego; und van den Hondel, 

35 C. A.M. J. J. & Punt, P.J. (1991) "Gene transfer systems and vector 
development for filamentous fungi, in: ;^plied Molecular Genetics 
of Fungi, Peberdy, J.F. et al . , Hrsg, S. 1-28, Cambridge 
University Press: Cambridge), Algenzellen und Zellen vielzelliger 
Pflanzen (siehe Schmidt, R. und Willmitzer, L. (1988) "High 

40 efficiency Agrobacterium tumef aciens-mediated transformation of 
Arabidopsis thaliana leaf and cotyledon explants" Plant Cell 
Rep. : 583-586) oder Saugetierzellen exprimiert werden. Geeignete 
Wirtszellen werden weiter erortert in Goeddel, Gene Expression 
Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, 

45 CA (1990). Der rekombinante Expressionsvektor kann alternativ. 
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bspw. mit regulatorischen Sectuenzen des T7-Promotors und 

T7 -Polymerase, in vitro transkribiert und translatiert werden. 

Die Expression von Proteinen in Prokaryoten erfolgt meist mit 
5 Vektoren, die konstitutive Oder induzierbare Promotoren enthal- 
ten, die die Expression von Fusions- oder Nicht-Fusionsproteinen 
steuern. Fusions vektoren steuern eine Reihe von Aminosauren zu 
einem darin codierten Protein, gewohnlich am Aminoterminus des 
rekombinanten Proteins, bei. Diese Fusionsvektoren haben gewohn- 

10 lich drei Aufgaben: 1) die Verstarkung der Expression von rekom- 
binantem Protein; 2) die Erhohung der Loslichkeit des rekombinan- 
ten Proteins; und 3) die Unterstiitzung der Reinigung des rekombi- 
nanten Proteins durch Wirkung als Ligand bei der Af f initatsreini- 
gung. Bei Fusions-Expressionsvektoren wird oft eine proteolyti- 

15 sche Spaltstelle an der Verbindungsstelle der Fusionseinheit und 
des rekombinanten Proteins eingebracht, so daS die Trennung des 
rekombinanten Proteins von der Fusionseinheit nach der Reinigung 
des Fusionsproteins moglich ist. Diese Enzyme und ihre entspre- 
chenden Erkennungssequenzen umfassen Faktor Xa, Thrombin und Ent- 

20 erokinase. 

Ubliche Fusionsexpressionsvektoren umfassen pGEX (Pharmacia Bio- 
tech Inc; Smith, D.B. und Johnson, K.S. (1988) Gene 67:31-40), 
pMAL (New England Biolabs, Beverly, MA) und pRIT 5 (Pharmacia, 

25 Piscataway, NJ) , bei denen Glutathion-S-Transf erase (GST) , Mal- 
tose E-bindendes Protein bzw. Protein A an das rekombinante Ziel- 
protein fusioniert wird. Bei einer Ausfiihrungsf orm ist die codie- 
rende Sequenz des MCP-Proteins in einen pGEX- Express ions vekt or 
kloniert, so daS ein Vektor erzeugt wird, der ein Fusionsprotein 

30 codiert, umfassend vom N-Terminus zum C-Terminus : GST - Thrombin- 
Spaltstelle - X-Protein. Das Fusionsprotein kann durch Affinitat- 
schromatographie mittels Glutathion-Agarose-Harz gereinigt wer- 
den. Das rekombinante MCP-Protein, das nicht mit GST fusioniert 
ist, kann durch Spaltung des Fusionsproteins mit Thrombin gewon- 

35 nen werden. 

Beispiele geeigneter induzierbarer Nicht-Fusions-£. -coii-Expres- 
sionsvektoren umfassen pTrc (Amann et al., (1988) Gene 
69:3 01-315) und pET lid (Studier et al . Gene Expression 

40 Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, 
Kalifornien (1990) 60-89) . Die Zielgenexpression aus dem pTrc- 
Vektor beruht auf der Transkript ion durch Wirts-RNA- Polymerase 
von einem Hybrid-trp-lac-Fusionspromotor . Die Zielgenexpression 
aus dem pET lld-Vektor beruht auf der Transkription von einem 

45 T7-gnl0-lac-Fusions-Promotor , die von einer coexprimierten vira- 
len RNA-Polymerase (T7 gnl) vermittelt wird. Diese virale 
Polymerase wird von den Wirtsstammen BL 21 {DE3) oder HMS174 
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(DE3) von einem residenten ^-Prophagen geliefert, der ein T7 
gnl-Gen unter der Transkriptionskontrolle des lacUV 5-Promotors 
birgt . 

5 Eine Strategie zur Maximierung der Expression des rekombinanten 
Proteins ist die Expression des Proteins in einem Wirtsbakterium, 
dessen Fahigkeit zur proteolytischen Spaltung des rekombinanten 
Proteins gestort ist (Gottesman, S. Gene Expression Technology: 
Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, Kalifornien 

10 (1990) 119-128) . Eine weitere Strategie ist die Veranderung der 
Nukleinsauresequenz der in einen Express ionsvektor zu inserieren- 
den Nukleinsaure, so dall» die einzelnen Codons fiir jede Aminosaure 
diejenigen sind, die vorzugsweise in einem zur Expression ausge- 
wahlten Bakterium, wie C. glutamicum, verwendet werden (Wada et 

15 al. (1992) Nucleic Acids Res. 20:2111-2118). Diese Veranderung 
der erf indungsgemaSen Nukleinsauresequenzen kann durch Standard- 
DNA-Synthesetechniken erfolgen. 

Bei einer weiteren Ausfuhr\ingsf orm ist der MCP-Protein-Expres- 
20 sionsvektor ein Hef e-Expressionsvektor . Beispiele fiir Vektoren 
zur Expression in der Hefe S. cerevisiae umfassen pYepSecl (Bal- 
dari et al . , (1987) Embo J. 6:229-234), pMFa (Kurjan und Hersko- 
witz (1982) Cell 30:933-943), pJRY88 (Schultz et al . (1987) Gene 
54:113-123) sowie pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego, CA) . 
25 Vektoren und Verfahren zur Konstruktion von Vektoren, die sich 
zur Verwendung in anderen Pilzen, wie filamentosen Pilzen, eig- 
nen, umfassen diejenigen, die eingehend beschrieben sind in: van 
den Hondel, C. A. M.J. J. & Punt, P.J. (1991) "Gene transfer systems 
and vector development for filamentous fungi, in: Applied Molecu- 
30 lar Genetics of Fungi, J.F. Peberdy et al., Hrsg. , S. 1-28, Cam- 
bridge University Press: Cambridge. 

^1^ Alternativ konnen die erf indungsgemaSen MCP-Proteine in Insekten- 

zellen unter Verwendung von Baculovirus-Expressionsvektoren ex- 
35 primiert werden. Baculovirus-Vektoren, die zur Expression von 
Proteinen in geziichteten Insektenzellen (bspw. Sf9-Zellen) ver- 
fugbar sind, umfassen die pAc-Reihe (Smith et al., (1983) Mol. 
Cell Biol.. 3:2156-2165) und die pVL-Reihe (Lucklow und Summers 
(1989) Virology 170:31-39). 

40 

In einer weiteren Ausf uhrungsf orm konnen die erf indungsgemaJlen 
MCP-Proteine in Zellen einzelliger Pflanzen (wie Algen) Oder in 
Pf lanzenzellen hoherer Pflanzen (bspw. Spermatophyten, wie Feld- 
friichte) exprimiert werden. Beispiele fiir Pf lanzen-Expressions- 
45 vektoren umfassen solche, die eingehend beschrieben sind in: Bek- 
ker, D., Kemper, E. , Schell, J. und Master son, R. (1992) "New 
plant binary vectors with selectable markers located proximal to 
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the left border". Plant Mol . Biol. 20:1195-1197; und Bevan, M.W. 

(1984) "Binary Agrobacterium vectors for plant transformation", 
Nucl. Acids Res. 12:8711-8721. 

5 In einer weiteren Ausfiihrungsf orm wird eine erf indungsgemaSe Nu- 
kleinsaure in Saugetierzellen mit einem Saugetier-Expressionsvek- 
tor exprimiert. Beispiele fiir Saugetier-Expressionsvektoren um- 
fassen pCDM8 (Seed, B. (1987) Nature 329:840) und pMT2PC (Kaufman 
et al. (1987) EMBO J. 6:187-195). Bei der Verwendung in Sauge- 

10 tierzellen werden die Kontrollf unktionen des Expressionsvektors 
oft von viralen regulatorischen Elementen bereitgestellt . Gemein- 
hin verwendete Promotoren stammen bspw. aus Polyoma, Adenovirus 
2, Cytomegalievirus und Simian Virus 40. Weitere geeignete Ex- 
pressionssysteme fiir prokaryotische und eukaryotische Zellen 

15 siehe in Kapitel 16 und 17 von Sambrook, J., Fritsch, E.F. und 
Maniatis, T., Molecular cloning: A Laboratory Manual, 2. Auflage, 
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory 
' Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989. 

Bei einer weiteren Ausf iihrungsf orm kann der rekombinante Sauge- 

20 tier-Expressionsvektor die Expression der Nukleinsaure vorzugs- 
weise in einem bestimmten Zelltyp bewirken (bspw. werden gewebe- 
spezifische regulatorische Elemente zur Expression der Nuklein- 
saure verwendet) . Gewebespezif ische regulatorische Elemente sind 
im Fachgebiet bekannt. Nicht-einschrankende Beispiele fur geei- 

25 gnete gewebespezif ische Promotoren umfassen den Alb\aminpromotor 
(leberspezif isch; Pinkert et al . (1987) Genes Dev. 1:268-277), 
lymphoid-spezif ische Promotoren (Calame und Eaton (1988) Adv. Im- 
munol. 43:235-275), insbesondere Promotoren von T-Zellrezeptoren 
(Winoto und Baltimore (1989) EMBO J. 8:72 9-733) und Immunglobuli- 

30 nen (Banerji et al . (1983) Cell 33:729-740; Queen und Baltimore 
(1983) Cell 33:741-748), neuronenspez if ische Promotoren (bspw. 
der Neurof ilament-Promotor ; Byrne und Ruddle (1989) PNAS 
86:5473-5477), pankreasspezif ische Promotoren (Edlund et al., 

(1985) Science 230:912-916) und mi Ichdrusenspezif ische Promotoren 
35 (bspw. Milchserum-Promotor; US-Patent Nr. 4 873 316 und europai- 

sche Patentanmeldungsverof f entlichiing Nr. 264 166) . Entwicklungs- 
regulierte Promotoren sind ebenfalls umfai^t, bspw. die Maus-hox- 
Promotoren (Kessel und Gruss (1990) Science 249:374-379) und der 
a-Fetoprotein-Promotor (Campes und Tilghman (1989) Genes Dev. 
40 3:537-546) . 

Die Erfindung stellt zudem einen rekombinanten Expressionsvektor 
bereit, umfassend ein erf indungsgemaEes DNA Molekul, das in Anti- 
sense-Richtung in den Expressionsvektor kloniert ist. D.h. daS 
45 das DNA-Molekiil derart mit einer regulatorischen Sequenz funkti- 
onsfahig verbunden ist, daS die Expression (durch Transkription 
des DNA-Molekuls) eines RNA-Molekiils , das zur MCP-mRNA antisense 
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ist, moglich wird. Es konnen regulatorische Sequenzen ausgewahlt 
werden, die f iinktionsf ahig an eine in Antisense-Richtung klo- 
nierte Nukleinsaure gebunden sind und die kontinuierliche Expres- 
sion des Antisense-RNA-Molekiils in einer vielzahl von Zelltypen 
5 steuern, bspw. konnen virale Promotoren und/oder Enhancer oder 
regulatorische Sequenzen ausgewahlt werden, die die konstitutive, 
gewebespezif ische Oder zelltypspezif ische Expression von Antisen- 
se-RNA steuern. Der Antisense-Expressionsvektor kann in Form ei- 
nes rekombinanten Plasmids, Phagemids oder attenuierten Virus 

10 vorliegen, in dem Antisense-Nukleinsauren unter der Kontrolle ei- 
nes hochwirksamen regulatorischen Bereichs produziert werden, 
dessen Aktivitat durch den Zelltyp bestimmt wird, in den der Vek- 
tor eingebracht wird. Fiir eine Diskussion der Regulation der Ge- 
nexpression mittels Antisense-Genen siehe Weintraub, H. et al., 

15 Antisense-RNA as a molecular tool for genetic analysis, Reviews - 
Trends in Genetics, Bd. 1(1) 1986. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft die Wirtszellen, in 
die ein erf indungsgemaSer rekombinanter Expressionsvektor einge- 

20 bracht worden ist. Die Begriffe "Wirtszelle" und " rekombinante 
Wirtszelle" werden hier \intereinander austauschbar verwendet. Es 
ist selbstverstandlich, daS diese Begriffe nicht nur eine be- 
stimmte Zielzelle, sondern auch die Nachkommen oder potentiellen 
Nachkommen dieser Zelle betreffen. Da in auf einanderf olgenden Ge- 

25 nerationen aufgrund von Mutation oder Umwelteinf liissen bestimmte 
Modif ikationen auftreten konnen, sind diese Nachkommen nicht un- 
bedingt mit der Parental zelle identisch, sind jedoch im Umfang 
des Begriffs, wie er hier verwendet wird, noch umfaSt. 

30 Eine Wirtszelle kann eine prokaryot ische oder eukaryotische Zelle 
sein. Bspw. kann ein MCP-Protein in Bakterienzellen, wie C. glu- 
tamicum, Insektenzellen, Hefe- oder Saugetierzellen (wie Ovarzel- 
len des chinesischen Hamsters (CHO) oder COS-Zellen) exprimiert 
werden. Andere geeignete Wirtszellen sind dem Fachmann gelaufig. 

35 Mikroorganismen, die mit Corynebacterium glutamicum veirwandt sind 
und sich geeignet als Wirtszellen fiir die erf indungsgemaSen Nu- 
kleinsaure- und Proteinmolekiile verwenden lassen, sind in Tabelle 
3 aufgefiihrt. 

40 Durch herkommliche Transformations- oder Transf ektionsverf ahren 
laSt sich Vektor-DNA in prokaryot ische oder eukaryotische Zellen 
einbringen. Die Begriffe "Transformation" und " Trans fekt ion" , 
"Konjugation" und "Transduktion" , wie sie hier verwendet werden, 
sollen eine Vielzahl von im Stand der Technik bekannten Verfahren 

45 zum Einbringen fremder Nukleinsaure (bspw. DNA) in eine Wirts- 
zelle umfassen, einschlieSlich natiirlicher Kompetenz, chemisch 
vermittelter Ubertragung, Calciumphosphat- oder Calciumchlorid- 
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Coprazipitation, DEAE-Dextran-vermittelter Transf ektion, Lipofek- 
tion Oder Elektroporation. Geeignete Verfahren zur Transformation 
Oder Transfektion von Wirtszellen lassen sich nachlesen in Sam- 
brook et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2. Aufl., 
5 Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989) und anderen 
Labor-Handbiichern . 

Es ist bekannt, daS fiir die stabile Transfektion von Saugetier- 

10 zellen je nach dem verwendeten Expressionsvektor und der verwen- 
deten Transf ektionstechnik nur ein kleiner Teil der Zellen die 
fremde DNA in ihr Genom integrieren kann. Zur Identif izierung und 
Selektion dieser Integranten wird gewohnlich ein Gen, das einen 
selektierbaren Marker (z.B. Resistenz gegen Antibiotika) codiert, 

15 zusammen mit dem Gen von Interesse in die Wirtszellen einge- 

bracht. Bevorzugte selektierbare Marker umfassen solche, die die 
Resistenz gegen Medikamente, wie G418, Hygromycin und Methotre- 
xat, verleihen. Eine Nukleinsaure, die einen selektierbaren Mar- 
ker codiert, kann in eine Wirtszelle auf dem gleichen Vektor ein- 

20 gebracht werden, wie derjenige, der ein MCP-Protein codiert, oder 
kann auf einem gesonderten Vektor eingebracht werden. Zellen, die 
mit der eingebrachten Nukleinsaure stabil transfiziert worden 
sind, konnen bspw. durch Medikamentenselektion identif iziert wer- 
den (z.B. liberleben Zellen, die den selektierbaren Marker inte- 

25 griert haben, wohingegen die anderen Zellen sterben) . 

Zur Erzeugung eines homolog rekombinierten Mikroorganismus wird 
ein Vektor hergestellt, der zumindest einen Abschnitt eines MCP- 
Gens enthalt, in den eine Deletion, Addition oder Substitution 

30 eingebracht worden ist, um das MCP-Gen zu verandern, bspw. funk- 
tionell zu disrumpieren. Dieses MCP-Gen ist vorzugsweise ein Co- 
rynebacterium giutamicu/n-MCP-Gen, jedoch kann ein Homologon von 
einem verwandten Bakterium oder sogar aus einer Saugetier-, Hefe- 
oder Insektenquelle verwendet werden. Bei einer bevorzugten Aus- 

35 fiihrungsform ist der Vektor derart ausgestaltet , dal^ das endogene 
MCP-Gen bei homologer Rekombination funktionell disrumpiert ist 
(d.h. nicht langer ein f unkt ionelles Protein codiert; auch als 
"Knockout "-Vektor bezeichnet). Der Vektor kann alternativ derart 
ausgestaltet sein, daS das endogene MCP-Gen bei homologer Rekom- 

40 bination mutiert oder anderweitig verandert ist, jedoch noch das 
funktionelle Protein codiert (z.B. kann der stromauf warts gele- 
gene regulatorische Bereich derart verandert sein, daS dadurch 
die Expression des endogenen MCP-Proteins verandert wird. ) . Der 
veranderte Abschnitt des MCP-Gens ist im homologen Rekombinati- 

45 onsvektor an seinem 5'- und 3'-Ende von zusatzlicher Nukleinsaure 
des MCP-Gens flankiert, die eine homologe Rekombination zwischen 
dem exogenen MCP-Gen, das von dem Vektor getragen wird, und einem 
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endogenen MCP-Gen in einem Mikroorganismus ermoglicht. Die zu- 
satzliche flankierende MCP-Nukleinsaure ist fur eine erfolgreiche 
homologe Rekorabination mit dem endogenen Gen hinreichend lang. 
Gewohnlich enthalt der Vektor weniger als eine Kilobase flankie- 
5 rende DNA (sowohl am 5'- als auch am 3'-Ende) (siehe z.B. Thomas, 
K.R. und Capecchi, M.R. (1987) Cell 51:503 ftir eine Beschreibung 
von homologen Rekombinationsvektoren) . Der Vektor wird in einen 
Mikroorganismus (z.B. durch Elektroporation) eingebracht, und 
Zellen, in denen das eingebrachte MCP-Gen mit dem endogenen MCP- 
10 Gen homolog rekombiniert ist, werden unter Verwendung im Fachge- 
biet bekannter Verfahren selektiert. 

Bei einer anderen Ausfiihrungsf orm konnen rekombinante Mikroorga- 
nismen produziert werden, die ausgewahlte Systeme enthalten, die 
15 eine regulierte Expression des eingebrachten Gens ermoglichen. 
Der EinschluS eines MCP-Gens in einen Vektor, wodurch es unter 
die Kontrolle des Lac-Operons gebracht wird, ermoglicht z.B. die 
Expression des MCP-Gens nur in Gegenwart von IPTG. Diese regula- 
torischen Systeme sind im Fachgebiet bekannt. 

20 

Eine erf indungsgemaSe Wirtszelle, wie eine prokaryotische oder 
eukaryotische Wirtszelle in Kultur, kann zur Produktion {d.h. Ex- 
pression) eines MCP-Proteins verwendet werden. Die Erfindung 
stellt zudem Verfahren zur Produktion von MCP-Proteinen unter 

25 Verwendung der erf indungsgemaSen Wirtszellen bereit. Bei einer 
Ausfiihrungsf orm umfaSt das Verfahren die Anzucht der erf indungs- 
gemaSen Wirtszelle (in die ein rekombinanter Express ionsvekt or , 
der ein MCP-Protein codiert, eingebracht worden ist, oder in de- 
ren Genom ein Gen eingebracht worden ist, das ein Wildtyp- oder 

30 verandertes MCP-Protein codiert) in einem geeigneten Medium, bis 
das MCP-Protein produziert worden ist. Das Verfahren umfaSt in 
einer weiteren Ausfiihrungsf orm das Isolieren der MCP-Proteine aus 
dem Medium oder der Wirtszelle. 

35 C. Isolierte MCP-Proteine 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft isolierte MCP-Proteine 
und biologisch aktive Abschnitte davon. Ein "isoliertes" oder 
"gereinigtes" Protein oder biologisch aktiver Abschnitt davon ist 

40 im wesentlichen frei von zellularem Material, wenn es durch DNA- 
Rekombinationstechniken produziert wird, oder von chemischen Vor- 
stufen Oder andern Chemikalien, wenn es chemisch synthetisiert 
wird. Der Begriff "im wesentlichen frei von zellularem Material" 
umfal^t MCP-Proteinpraparationen, in denen das Protein von zellu- 

45 laren Komponenten der Zellen, in denen es natiirlich oder rekombi- 
nant produziert wird, abgetrennt ist. Bei einer Ausfiihrungsf orm 
umfafit der Ausdruck "im wesentlichen frei von zellularem Mate- 
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rial" MCP-Proteinpraparationen mit weniger als etwa 3 0% (bezogen 
auf das Trockengewicht ) Nicht-MCP-Protein (hier auch als "konta- 
minierendes Protein" bezeichnet) , starker bevorzugt weniger als 
etwa 2 0%, noch starker bevorzugt weniger als etwa 10% und am 
5 starksten bevorzugt weniger als etwa 5% Nicht-MCP-Protein. Das 
MCP-Protein Oder ein biologisch aktiver Abschnitt davon enthalt 
nach rekombinanter Produktion ebenfalls vorzugsweise im wesentli- 
chen kein Kulturmedium, d.h. das Kulturmedium macht weniger als 
etwa 20%, starker bevorzugt weniger als etwa 10% und am starksten 

10 bevorzugt weniger als etwa 5% des Volumens der Proteinpraparation 
aus. Der Begriff "im wesentlichen frei von chemischen Vorstufen 
Oder anderen Chemikalien" umfaSt MCP-Proteinpraparationen, in de- 
nen das Protein von chemischen Vorstufen oder anderen Chemikalien 
abgetrennt ist, die an der Synthese des Proteins beteiligt sind. 

15 Bei einer Aus fiihrungs form umfaSt der Begriff "im wesentlichen 
frei von chemischen Vorstufen oder anderen Chemikalien" MCP-Pro- 
teinpraparationen mit weniger als etwa 30% (bezogen auf das Trok- 
kengewicht), starker bevorzugt weniger als etwa 20%, noch starker 
bevorzugt weniger als etwa 10% und am starksten bevorzugt weniger 

20 als etwa 5% chemische Vorstufen oder Nicht-MCP-Chemikalien . In 
bevorzugten Ausf lihrungsf ormen weisen die isolierten Proteine oder 
biologisch aktiven Abschnitte davon keine kontaminierenden Pro- 
teine aus dem gleichen Organismus auf, aus dem das MCP-Protein 
stammt . Diese Proteine werden gewohnlich durch rekombinante Ex- 

25 pression, bspw. eines C. gIuta;nicu/n-MCP-Proteins, in einem Mikro- 
organismus, wie C. glutamicum, hergestellt. 

Ein erf indungsgemaEes isoliertes MCP-Protein oder ein Abschnitt 
davon kann die Ausbeute, Produktion und/oder Effizienz der Pro- 

30 duktion einer oder mehrerer Feinchemikalien in C. glutamicum mo- 
dulieren, Kohlenwasserstof f e abbauen, Terpenoide oxidieren, als 
Ziel fiir Arzneimittelentwicklung dienen oder als Identif ikations- 
marker flir C. glutamicum oder verwandte Organismen dienen. In be- 
vorzugten Ausf lihrungsf ormen umfaSt das Protein oder ein Abschnitt 

35 davon eine Aminosauresequenz, die zu einer Aminosauresequenz aus 
Anhang B hinreichend homolog ist, daS das Protein oder der Ab- 
schnitt davon die Fahigkeit, die Ausbeute, Produktion und/oder 
Effizienz der Produktion einer oder mehrerer Feinchemikalien in 
C. glutamicum zu modulieren, Kohlenwasserstof fe abzubauen, Terpe- 

40 noide zu oxidieren, als Ziel fiir Arzneimittelentwicklung zu die- 
nen Oder als Identif ikationsmarker fur C. glutamicum oder ver- 
wandte Organismen zu dienen, beibehalt. Der Abschnitt des Pro- 
teins ist vorzugsweise ein biologisch aktiver Abschnitt, wie hier 
beschrieben. Bei einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungs form hat 

45 ein erf indungsgemafies MCP-Protein eine der in Anhang B gezeigten 
Aminosauresequenzen. In einer weiteren bevorzugten Ausflihrungs- 
form hat das MCP-Protein eine Aminosauresequenz, die von einer 
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Nukleotidseguenz codiert wird, die, bspw< unter stringenten Be- 
dingiingen, an eine Nukleotidsequenz aus Anhang A hybridisiert . In 
noch einer weiteren bevorzugten Aus fuhrungs form hat das MCP-Pro- 
tein eine Aminosauresequenz , die von einer Nukleotidsequenz co- 
5 diert wird und die mindestens etwa 50-60%, vorzugsweise minde- 
stens etwa 60-70%, starker bevorzugt mindestens etwa 70-80%, 
80-90%, 90-95% und noch starker bevorzugt mindestens etwa 96%, 
97%, 98%, 99% Oder noch homologer zu einer der Aminosauresequen- 
zen von Anhang B ist. Die bevorzugten erf indungsgemaSen MCP-Pro- 

10 teine besitzen vorzugsweise ebenfalls mindestens eine der hier 
beschriebenen MCP-Aktivitaten, Ein bevorzugtes erf indungsgemal^es 
MCP- Protein umfaSt zum Beispiel eine Aminosauresequenz, die von 
einer Nukleotidsequenz codiert wird, die, bspw. unter stringenten 
Bedingixngen, mit einer Nukleotidsequenz von Anhang A hybridi- 

15 siert, und die die Ausbeute, Produktion und/oder Effizienz der 
Produktion einer oder mehrerer Feinchemikalien in C. glutamicum 
modulieren, Kohlenwasserstof f e abbauen, Terpenoide oxidieren, als 
Ziel fiir Arzneimittelentwicklung dienen oder als Identif ikations- 
marker fiir C. gluteimicum oder veirwandte Organismen dienen kann. 

20 

Bei weiteren Ausf iihrungsf ormen ist das MCP-Protein im wesentli- 
chen homolog zu einer Aminosauresequenz von Anhang B und behalt 
die funktionelle Aktivitat des Proteins mit einer der Sequenzen 
aus Anhang B und unterscheidet sich dennoch in der Aminosaure- 

25 sequenz aufgrund von naturlicher Variation oder Mutagenese, wie 
in Unterabschnitt I oben eingehend beschrieben. In einer weiteren 
Ausf iihrungsf orm ijmfaSt das MCP-Protein folglich eine Aminosaure- 
sequenz, die mindestens etwa 50-60%, vorzugsweise mindestens etwa 
60-70%, starker bevorzugt mindestens etwa 70-80%, 80-90%, 90-95% 

30 und am starksten bevorzugt mindestens etwa 96%, 97%, 98%, 99% 
Oder noch homologer zu einer vollstandigen Aminosauresequenz aus 
Anhang B ist und die zumindest eine der hier beschriebenen MCP- 
T^tivitaten aufweist. Bei einer anderen Ausf iihrungsf orm betrifft 
die Erfindung ein C. giu ta/nicam-Vollangenprotein, das im wesent- 

35 lichen homolog zu einer vollstandigen Aminosauresequenz aus An- 
hang B ist. 

Biologisch aktive Abschnitte eines MCP-Proteins umfassen Peptide 
mit Aminosauresequenzen, die von der Aminosauresequenz eines MCP- 

40 Proteins hergeleitet sind, bspw. eine in Anhang B gezeigte Amino- 
sauresequenz Oder die Aminosauresequenz eines Proteins, das zu 
einem MCP-Protein homolog ist, die weniger Aminosauren als das 
Vol langen-MCP- Protein oder das Vollangenprotein aufweisen, das zu 
einem MCP-Protein homolog ist, und zumindest eine Aktivitat eines 

45 MCP-Proteins aufweisen. Gewohnlich umfassen biologisch aktive Ab- 
schnitte (Peptide, bspw. Peptide, die bspw 5, 10, 15, 20, 30, 35, 
36, 37, 38, 39, 40, 50, 100 oder mehr Aminosauren lang sind) eine 
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Domane oder ein Motiv mit mindestens einer Aktivitat eines MCP- 
Proteins. Uberdies konnen andere biologisch aktive Abschnitte, in 
denen andere Bereiche des Proteins deletiert sind, durch rekombi- 
nante Techniken hergestellt warden und beziiglich einer oder meh- 
5 rerer der hier beschriebenen Aktivitaten lontersucht werden. Die 
biologisch aktiven Abschnitte eines MCP-Proteins umfassen vor- 
zugsweise ein oder mehrere ausgewahlte Doman en /Motive oder Ab- 
schnitte davon mit biologischer Aktivitat. 

10 MCP-Proteine werden vorzugsweise durch DNA-Rekoxnbinat ions techni- 
ken hergestellt. Bspw wird. ein Nukleinsauremolekiil , das das Pro- 
tein codiert, in einen Expressionsvektor (wie vorstehend be- 
schrieben) kloniert, der Expressionsvektor wird in eine Wirts- 
zelle (wie vorstehend beschrieben) eingebracht, und das MCP-Pro- 

15 tein wird in der Wirtszelle exprimiert. Das MCP- Protein kann dann 
durch ein geeignetes Reinigungsschema mittels Standard-Protein- 
Re in igungs techniken aus den Zellen isoliert werden. Alternativ 
zur rekombinanten Expression kann ein MCP-Protein, -Polypeptid, 
Oder -Peptid mittels Standard-Peptidsynthesetechniken chemisch 

20 synthetisiert werden. Uberdies kann natives MCP-Protein aus Zel- 
len (bspw. Endothel zellen, Bakterienzellen, Pilzzellen oder ande- 
ren Zellen), z.B. mit einem Anti-MCP-Antikorper , isoliert werden, 
der durch Standardtechniken produziert werden kann, wobei ein er- 
f indungsgemaSes MCP-Protein oder ein Fragment davon verwendet 

25 wird. 

Die Erfindung stellt auch chimare MCP-Proteine oder MCP-Fusion- 
sproteine bereit. Wie hier verwendet, umfaSt ein "chimares MCP- 
Protein" Oder "MCP-Fusionsprotein" ein MCP-Polypeptid, das funk- 

30 tionsfahig an ein Nicht-MCP-Polypeptid gebunden ist. Ein "MCP-Po- 
lypeptid" betrifft ein Polypeptid mit einer Aminosauresequenz, 
die einem MCP-Protein entspricht, wohingegen ein "Nicht-MCP-Poly- 
peptid" ein Polypeptid mit einer Aminosauresecjuenz betrifft, die 
einem Protein entspricht, das nicht im wesent lichen homolog zum 

35 MCP-Protein ist, z.B. ein Protein, das sich vom MCP-Protein un- 
terscheidet und vom gleichen oder einem anderen Organismus herr- 
iihrt. Innerhalb des Fusionsproteins soil der Begriff "funktions- 
fahig verbunden" bedeuten, daS das MCP-Polypeptid und das Nicht- 
MCP-Polypeptid im Leseraster miteinander fusioniert sind. Das 

40 Nicht-MCP-Polypeptid kann an den N- oder C-Terminus des MCP- Poly- 
peptides gebunden sein. Bei einer Aus fuhrungs form ist das Fusion- 
sprotein bspw. ein GST-MCP-Fusionsprotein, bei dem die MCP-Se- 
cjuenzen an den C-Terminus der GST-Sequenzen gebunden sind. Diese 
Fusionsproteine konnen die Reinigung des rekombinanten MCP-Pro- 

45 teins erleichtern. Bei einer weiteren Ausf iihrungsf orm ist das Fu- 
sionsprotein ein MCP-Protein, das eine heterologe Signalsequenz 
an seinem N-Terminus aufweist. In bestimmten Wirtszellen (z.B. 
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Saugetier-Wirtszellen) kann die Expression und/oder Sekretion ei- 
nes MCP-Proteins durch Verwendung einer heterologen Signalseguenz 
gesteigert werden. 

5 Ein erf indungsgemal^es chimares MCP-Protein oder MCP-Fusionspro- 
tein wird durch Standard-DNA-Rekombinationstechniken produziert. 
DMA-Fragmente, die unterschiedliche Polypeptidsequenzen codieren, 
werden gemal^ herkommlicher Techniken im Leseraster aneinander li- 
giert, bspw. durch Einsatz glatter oder uberhangender Enden zur 

10 Ligation, Restriktionsenzymspaltung zur Bereitstellung geeigneter 
Enden, Auffullen kohasiver Enden, falls erf orderlich, Behandlung 
mit alkalischer Phosphatase, urn ungewollte Verkniipf ungen zu ver- 
meiden, und enzymatische Ligierxing. Bei einer weiteren Ausfiih- 
rungsform kann das Fusionsgen durch herkommliche Techniken, ein- 

15 schlieSlich DNA-Syntheseautomaten, synthetisiert werden. Alterna- 
tiv kann eine PCR-Amplif izierung von Genf ragmenten mittels Anker- 
primern durchgefiihrt werden, die komplementare tiberhange zwischen 
auf einanderf olgenden Genf ragmenten erzeugen. Diese konnen an- 
schlieSend miteinander hybridisiert und reamplif iziert werden, so 

20 daiS eine chimare Gensequenz erzeugt wird (s. bspw. Current Proto- 
cols in Molecular Biology, Ausubel et al., Hrsg. , John Wiley & 
Sons: 1992). Uberdies sind viele Expressionsvektoren kommerziell 
erhaltlich, die schon eine Fusionseinheit codieren (bspw. ein 
GST-Polypeptid) . Eine MCP-codierende Nukleinsaure kann in einen 

25 solchen Expressionsvektor kloniert werden, so daS die Fusionsein- 
heit mit dem MCP-Protein im Leseraster verbunden ist. 

Homologa des MCP-Proteins konnen durch Mutagenese erzeugt werden, 
z.B. durch bestimmte Punktmutation oder Verkiirzung des MCP-Pro- 

30 teins. Der Begriff "Homologon", wie er hier verwendet wird, be- 
trifft eine variante Form des MCP-Proteins, die als Agonist oder 
Antagonist der MCP-Protein-Aktivitat wirkt. Ein Agonist des MCP- 
Proteins kann im wesentlichen die gleiche oder einen Teil der 
biologischen Aktivitaten des MCP-Proteins beibehalten. Ein Anta- 

35 gonist des MCP-Proteins kann eine oder mehrere Aktivitaten der 
naturlich vorkommenden Form des MCP-Proteins bspw. durch kompeti- 
tive Bindung an ein stromabwarts oder -aufwarts gelegenes Element 
eines biochemischen Wegs, der das MCP-Protein en thai t, hemmen. 

40 Bei einer alternativen Ausf iihrungsf orm konnen Homologa des MCP- 
Proteins durch Screening kombinatorischer Banken von Mutanten, 
bspw. Verkiirzungsmutanten, des MCP-Proteins bezuglich MCP-Pro- 
tein-Agonisten- oder -Antagonisten-Aktivitat identif iziert wer- 
den. Bei einer Ausf iihrungsf orm wird eine variegierte Bank von 

45 MCP-Varianten durch kombinatorische Mutagenese auf Nukleinsauree- 
bene erzeugt und von der variegierten Genbank codiert. Eine va- 
riegierte Bank von MCP-Varianten kann bspw durch enzymatisches 
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Ligieren eines Gemisches synthetischer Oligonukleotide in Gense- 
quenzen hergestellt werden, so daS sich ein degenerierter Satz 
potentieller MCP-Sequenzen als individuelle Polypeptide Oder al- 
temativ als Satz grofierer Fusionsproteine (z.B. Fiir Phagen-Dis- 
5 play) , die diesen Satz von MCP-Seguenzen enthalten, exprimieren 
lal^t . Es gibt eine Vielzahl von Verfahren, die zur Herstellung 
von Banken potentieller MCP-Homologa aus einer degenerierten Oli- 
gonukleotidsequenz verwendet werden konnen. Die chemische Syn- 
these einer degenerierten Gensequenz kann in einem DNA-Synthese- 

10 automaten durchgefiihrt werden, und das synthetische Gen kann dann 
in einen geeigneten Express ionsvekt or ligiert werden. Die Vei^A^en- 
dung eines degenerierten Gensatzes ermoglicht die Bereitstellung 
samtlicher Sequenzen in einem Gemisch, die den gewiinschten Satz 
an potentiellen MCP-Sequenzen codieren. Verfahren zur Synthese 

15 degenerierter Oligonukleotide sind im Fachgebiet bekannt (s. 

bspw. Narang, S.A. (1983) Tetrahedron 39:3; Itakura et al . (1984) 
Annu. Rev. Biochem. 53:323; Itakura et al., (1984) Science 
198:1056; Ike et al. (1983) Nucleic Acids Res. 11:477). 



20 Zusatzlich konnen Banken von Fragmenten der MCP-Protein-Codierung 
verwendet werden, urn eine variegierte Population von MCP-Fragmen- 
ten zum Screening und zur anschlieSenden Selektion von Homologa 
eines MCP- Proteins zu erzeugen. Bei einer Ausf iihrungsf orm kann 
eine Bank von codierenden Sequenzf ragmenten durch Behandeln eines 

25 doppelstrangigen PCR-Fragmentes einer codierenden MCP-Sequenz mit 
einer Nuklease unter Bedingungen, unter denen ein Nicking nur 
etwa einmal pro Molekiil erfolgt, Denaturieren der doppelstrangi- 
gen DNA, Renaturieren der DNA unter Bildung doppelstrangiger DNA, 
die Sense- /Ant isense-Paare von verschiedenen genickten Produkten 

30 umfassen kann, Entfernen einzelstrangiger Abschnitte aus neu ge- 
bildeten Duplices durch Behandlung mit Sl-Nuclease und Ligieren 
der resultierenden F ragmen tbank in einen Expressionsvektor er- 
zeugt werden. Durch dieses Verfahren kann eine Express ionsbank 
hergeleitet werden, die N-terminale, C-terminale und interne 

35 Fragmente mit verschiedenen GroHen des MCP-Proteins codiert. 

Im Fachgebiet sind mehrere Techniken zum Screening von Genproduk- 
ten kombinatorischer Banken, die durch Punktmutat ionen oder Ver- 
kurzung hergestellt worden sind, und zum Screening von cDNA-Ban- 

40 ken hinsichtlich Genprodukten mit einer ausgewahlten Eigenschaft 
bekannt. Diese Techniken lassen sich an das schnelle Screening 
der Genbanken anpassen, die durch kombinatorische Mutagenese von 
MCP-Homologa erzeugt worden sind. Die am haufigsten verwendeten 
Techniken zum Screening groSer Genbanken, die einer Analyse mit 

45 hohem Durchsatz unter liegen, umfassen das Klonieren der Genbank 
in replizierbare Express ionsvekt oren, Transf ormieren geeigneter 
Zellen mit der resultierenden Vektorenbank und Exprimieren der 
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kombinatorischen Gene unter Bedingungen, unter denen der Nachweis 
der gewunschten Aktivitat die Isolation des Vektors, der das Gen 
codiert, dessen Produkt nachgewiesen wurde, erleichtert. Recursi- 
ve-Ensemble-Mutagenese (REM) , eine neue Technik, die die Hauf ig- 
5 keit funktioneller Mutanten in den Banken vergroSert, kann in 
Kombination mit den Screeningtests verwendet werden, um MCP-Homo- 
loga zu identif izieren (Arkin und Yourvan (1992) PNAS 
89:7811-7815; Delgrave et al. (1993) Protein Engineering 
6(3) :327-331) . 

10 

Bei einer weiteren Ausf lihrungsf orm konnen Tests auf Zellenbasis 
zur Analyse einer variegierten MCP-Bank unter Verwendung von im 
Fachgebiet bekannten Verfahren verwendet werden. 

15 D. ErfindungsgemaSe Verwendungen und Verfahren 

Die hier beschriebenen Nukleinsauremolekiile, Proteine, Proteinho- 
mologa, Fusionsproteine, Primer, Vektoren und Wirtszellen konnen 
in einem oder mehreren nachstehenden Verfahren verwendet werden: 

20 Identif ikation von C. glutamicum und verwandten Organismen, Kar- 
tierung von Genomen von Organismen, die mit C. glutamicum ver- 
wandt sind, Identif ikation \md Lokalisation von C. glutamicum-Se- 
quenzen von Interesse, Evolutionsstudien, Bestimmung von MCP-Pro- 
teinbereichen, die fiir die Funktion notwendig sind. Modulation 

25 der Aktivitat eines MCP-Proteins; Modulation der Aktivitat eines 
Oder mehrerer Stof f wechselwege und Modulation der zellularen Pro- 
dukt ion einer gewunschten Verbindung, wie einer Feinchemikalie . 
Die erf indungsgemaSen MCP-Nukleinsauremolekiile haben eine Viel- 
zahl von Verwendungen. Sie konnen zunachst zur Identif ikation ei- 

30 nes Organismus als Corynejbacteriuni glutamicum oder naher Verwand- 
ter davon verwendet werden. Sie konnen zudem zur Identif ikation 
des Vorliegens von C. glutamicum oder eines Verwandten davon in 
einer Mischpopulation von Mikroorganismen verwendet werden. Die 
Erfindung stellt die Nukleinsauresequenzen einer Reihe von C. 

35 glutamicum-Genen bereit. Durch Sondieren der extrahierten genomi- 
schen DNA einer Kultur einer einheitlichen oder gemischten Popu- 
lation von Mikroorganismen unter stringenten Bedingungen mit ei- 
ner Sonde, die einen Bereich eines C. glutamicujn-Gens liberspannt, 
das fur diesen Organismus einzigartig ist, kann man bestimmen, ob 

40 dieser Organismus zugegen ist. Corynejbacteriu/n glutamicum selbst 
ist zwar nicht pathogen, jedoch ist es mit pathogenen Arten, wie 
Corynebacterium diptheriae, verwandt. Der Nachweis eines solchen 
Organismus ist von signif ikanter klinischer Bedeutung. 

45 Zum Nachweis des Vorliegens von C. glutamicum in einer Probe kon- 
nen im Fachgebiet bekannte Techniken eingesetzt werden. Insbeson- 
dere konnen die Zellen in der Probe z\inachst in einer geeigneten 
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Flussigkeit Oder auf einem geeigneten festen Kulturmedium geziich- 
tet warden, um die Anzahl der Zellen in der Kultur zu vergroSern. 
Diese Zellen werden lysiert, und die gesamte enthaltene DNA wird 
extrahiert und gegebenenf alls gereinigt, um Zelltrummer und Pro- 
5 teinmaterial zu entfernen, die die anschlieSende Analyse storen 
konnten. Polymerasekettenreaktion oder eine ahnliche, im Fachge- 
biet bekannte Technik wird durchgefiihrt (s. einen allgemeinen 
tiberblick iiber Methodologien, die gewohnlich zur Nukleinsaurese- 
quenz-Ainplif ikation verwendet werden in Mullis et al . , U.S.-Pa- 

10 tent Nr. 4683195, Mullis et al . , U.S. -Patent Nr. 4965188 und In- 
nis, M.A. , und Gelfand, D.H. (1989) PCR-Protocols , A guide to Me- 
thods and Applications, Academic Press, S. 3-12, und (1988) Bio- 
technology 6:1197, und Internationale Patentanmeldung Nr. 
WO89/01050), wobei Primer, die fiir ein erf indungsgemal^es MCP-Nu- 

15 kleinsauremoleklil spezifisch sind, mit der Nukleinsaureprobe in- 
kubiert werden, so dafi diese bestimmte MCP-Nukleinsauresequenz , 
falls in der Probe vorhanden, amplifiziert wird. Die bestimmte, 
zu amplif izierende Nukleinsauresequenz wird auf der Basis ihres 
ausschlieSlichen Vorkommens im Genom von C. glutamicum und nur 

20 einiger nah verwandter Bakterien ausgewahlt. Das Vorliegen des 
gewiinschten Amplif ikationsproduktes zeigt das Vorliegen von C. 
glutamicum Oder eines mit C. glutamicum nah verwandten Organismus 
an . 



25 Die erf indungsgemaSen Nukleinsaure- und Proteinmolekiile konnen 
ferner als Marker fiir spezifische Bereiche des Genoms dienen. Un- 
ter Verwendung von im Fachgebiet bekannten Techniken ist es mog- 
lich, die physikalische Lokalisierung der erf indungsgemaSen MCP- 
Nukleinsauremolekule auf dem C. giuta/nicu/n-Genom nachzuweisen, 

30 was wiederum zur leichteren Lokalisierung anderer Nukleinsauremo- 
lekiile und Gene auf der Karte verwendet werden kann. Die erfin- 
dungsgemaSen Nukleinsauremolekiile konnen zudem hinreichend homo- 
log zu den Sequenzen verwandter Arten sein, so daS diese Nuklein- 
sauremolekiile ebenfalls die Konstruktion einer genomischen Karte 

35 in solchen Bakterien ( z.B. Brevibacterium lactofermentum) ermog- 
lichen konnen. 



Die erf indungsgemaJ^en Nukleinsaure- und Proteinmolekiile eignen 
sich nicht nur zum Kartieren des Genoms, sondern auch fiir funk- 

40 tionelle Studien von C. giuta/niciiiTi-Proteinen. Zur Identif ikation 
des Genombereichs , an den ein bestimmtes C. gl u taini cum- DNA-bin- 
dendes Protein bindet, kann das C. giuta/nicuin-Genom bspw. gespal- 
ten und die Fragment e mit dem DNA-bindenden Protein inkubiert 
werden. Diejenigen, die das Protein binden, konnen zusatzlich mit 

45 den erf indungsgemaSen Nukleinsauremolekiilen, vorzugsweise mit 
leicht nachweisbaren Markierungen, sondiert werden; die Bindung 
eines solchen Nukleinsauremolekiils an das Genomf ragment ermog- 
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licht die Lokalisation des Fragmentes auf der genomischen Karte 
von C. glutamicum, und wenn dies mehrmals mit unterschiedlichen 
Enzymen durchgefuhrt wird, erleichtert es eine rasche Bestimmung 
der Nukleinsauresequenz, an die das Protein bindet. 

5 

Die erf indungsgemaSen MCP-Nukleinsauremolekule eignen sich eben- 
falls fiir Evolutions- und Proteinstruktur-Untersuchungen. Die 
Stof fwechselprozesse, an denen die erf indungsgemaSen Molekiile be- 
teiligt sind, werden von einer Vielzahl von prokaryotischen und 

10 eukaryotischen Zellen ausgenutzt; durch Vergleich der Seguenzen 
der erf indungsgemai^en Nukleinsauremolekiile mit solchen, die ahn- 
liche Enzyme aus anderen Organismen codieren, kann der Evolu- 
tions-Verwandschaf tsgrad der Organismen bestimmt werden. Entspre- 
chend ermoglicht ein solcher Vergleich die Bestimmung, welche Se- 

15 quenzbereiche konserviert sind und welche nicht, was bei der Be- 
stimmung solcher Bereiche des Proteins hilfreich sein kann, die 
fiir die Enzymfunktion essentiell sind. Dieser Typ der Bestimmung 
ist fiir Proteintechnologie-Untersuchungen wertvoll und kann einen 
Hinweis darauf geben, wieviel Mutagenese das Protein tolerieren 

20 kann ohne die Funktion zu verlieren. 

Die erf indungsgemaSen MCP-Proteine lassen sich als Marker zur 
Klassif izierLing eines unbekannten Bakteriums als C. glutamicu/n 
Oder zur Identif ikation von C. glutamicum oder nahe verwandten 

25 Bakterien in einer Probe verwenden. Unter Verwendung von im Fach- 
gebiet bekannten Techniken konnen bspw. Zellen in einer Probe ge- 
gebenenfalls amplifiziert werden (z.B. durch Ziichten in einem ge- 
eigneten Medium) , um die ProbengroSe zu erhohen, und konnen dann 
lysiert werden, so dal^ die darin enthaltenen Proteine freigesetzt 

30 werden. Diese Probe kann gegebenenf alls gereinigt werden, um 
Zelltrummer und Nukleinsauremolekiile zu entfernen, die die an- 
schlieSende Analyse storen konnten. Antikorper, die fiir ein aus- 
gewahltes erf indungsgemaJSes MCP-Protein spezifisch sind, konnen 
mit der Proteinprobe in einem typischen Western-Test-Format inku- 

35 biert werden (s. z.B. Ausubel et al., (1988) Current Protocols in 
Molecular Biology, Wiley: New York), wobei der Antikorper an sein 
Zielprotein bindet, wenn dieses Protein in der Probe vorliegt. 
Ein MCP-Protein wird fiir diesen Testtyp ausgewahlt, wenn es fiir 
C. glutamicum oder C. glutamicum und sehr nahe verwandte Bakte- 

40 rien einzigartig oder fast einzigartig ist. Die Proteine in der 
Probe werden dann durch Gelelektrophorese aufgetrennt und auf 
eine geeignete Matrix, wie Nitrocellulose iibertragen. Ein geei- 
gneter Zweitantikorper mit einer nachweisbaren Markierung (z.B. 
chemilumineszierend oder colorimetrisch) wird mit der Matrix in- 

45 kubiert, gefolgt von stringentem Waschen. Das Vorliegen oder Feh- 
len der Markierung zeigt das Vorliegen oder Fehlen des Zielpro- 
teins in der Probe an. Ist das Protein zugegen, zeigt dies das 
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Vorliegen von C. glutamicum an. Ein ahnliches Verfahren ermog- 
licht die klassif izierung eines unbekannten Bakteriums als C. 
glutamicum; wenn eine Reihe fiir C. glutamicum spezifischer Pro- 
teine nicht in den Proteinproben nachgewiesen wird, die von dem 
5 unbekannten Bakteri\im prapariert wurden, ist dieses Bakterium 
wahrscheinlich nicht C. glutamicum. 

Die genetische Manipulation der erf indungsgemaSen MCP-Nukleinsau- 
remolekule kann die Produktion von MCP-Proteinen mit funktionel- 
10 len Unterschieden zu den Wildtyp-MCP-Proteinen bewirken. Diese 
Proteine konnen hinsichtlich ihrer Effizienz oder Aktivitat ver- 
bessert werden, konnen in grolSerer Anzahl als gewohnlich in der 
Zelle zugegen sein oder konnen hinsichtlich ihrer Effizienz oder 
Aktivitat geschwacht sein. 

15 

Diese Anderungen der Aktivitat konnen direkt die Ausbeute, Pro- 
duktion und/oder Effizienz der Produktion einer oder mehrerer 
Feinchemikalien in C. glutamicum modulieren. Beispielsweise kann 
man durch Modifikation der Aktivitat eines Proteins, das an der 

20 Biosynthese oder am Abbau einer Feinchemikalie beteiligt ist, 

(d.h. durch Mutagenese des entsprechenden Gens) die Fahigkeit der 
Zelle, diese Verbindung zu synthetisieren oder abzubauen, direkt 
modulieren und dadurch die Ausbeute und/oder Effizienz der Pro- 
duktion der Feinchemikalie modulieren. Ebenso kann man durch Mo- 

25 dulation der Aktivitat eines Proteins, das einen Feinchemikalien- 
Stof fwechselweg reguliert, direkt beeinf lussen, ob die Produktion 
der gewiinschten Verbindung hoch- oder herunterreguliert wird, was 
beides die Ausbeute oder Effizienz der Produktion der Feinchemi- 
kalie von der Zelle moduliert. 

30 

Die indirekte Modulation der Feinchemikalienproduktion kann auch 
durch Modifikation der Aktivitat eines erf indungsgemaEen Proteins 
(d.h. durch Mutagenese des entsprechenden Gens) erfolgen, so daS 
die Fahigkeit der Zelle, zu wachsen und sich zu teilen oder le- 

35 bensfahig und produktiv zu bleiben, insgesamt erhoht ist. Die 
Produktion von Feinchemikalien aus C. glutamicum wird gewohnlich 
durch Fermentationskultur im GroSmaSstab dieser Mikroorganismen 
erzielt, Bedingungen, die fiir das Wachstum und die Zellteilung 
haufig suboptimal sind. Durch Verandern eines erf indungsgemaSen 

40 Proteins (z.B. eines Strel^reaktionsproteins , eines Zellwandpro- 
teins Oder von Proteinen, die am Stoffwechsel von Verbindungen 
beteiligt sind, die fiir das Auftreten von Zellwachstum und -tei- 
lung notig sind, wie Nukleotide und Aminosauren) , so daS ein bes- 
seres Uberleben, Wachsen und Vermehren in diesen Bedingungen mog- 

45 lich ist, kann es moglich sein, die Anzahl und die Produktivitat 
dieser veranderten C. gIu£:an?icum-Zellen in Kultur im GrofimaSstab 
zu steigem, was wiederum zu gesteigerten Ausbeuten und/oder zu 
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gesteigerter Effizienz der Produktion einer oder mehrerer ge- 
wiinschter Feinchemikalien fiihren sollte. Ferner sind die Stoff- 
wechselwege einer Zelle notwendigerweise voneinander abhangig und 
co-reguliert . Durch Andem der Aktivitat irgendeines Stoffwech- 
5 selwegs in C. glutamicum (d.h. durch Andern der Aktivitat eines 
der erf indungsgemaSen Proteine, das an einem solchen Weg betei- 
ligt ist) ist es moglich, gleichzeitig die Aktivitat oder Regula- 
tion eines anderen Stof fwechselwegs in diesem Mikroorganismus zu 
andern, der direkt an der Synthese oder am Abbau einer Feinchemi- 
10 kalie beteiligt sein kann. 

Diese vorstehend genannten Mutagenesestrategien flir MCP-Proteine, 
die erhohte Ausbeuten einer Feinchemikalie aus C. glutamicum be- 
wirken sollen, sollen nicht einschrankend sein; Variationen die- 
ser Mutagenesestrategien sind dem Fachmann leicht ersichtlich. 
Unter Verwendung dieser Strategien und einschlieSlich der hier 
offenbarten Mechanismen konnen die erf indungsgemaSen Nuklein- 
saure- und Proteinmolekiile vervjendet werden, um C. glutamicum- 
oder verwandte Bakterienstamme, die mutierte MCP-Nukleinsaure- 
und Proteinmolekiile exprimieren, zu erzeugen, so daS die Aus- 
beute, Produktion und/oder Effizienz der Produktion einer ge- 
wiinschten Verbindung verbessert wird. Die gewiinschte Verbindung 
kann jedes von C. glutamicum hergestellte Produkt sein, ein- 
schlieSlich der Endprodukte von Biosynthesewegen und Zwischenpro- 
dukte naturlich vorkommender metabolischer Wege sowie Molekule, 
die im Metabolismus von C. glutamicum nicht naturlich vorkommen, 
die jedoch von einem erf indungsgemalSen C. gl u t ami cum- St amm produ- 
ziert werden. 

30 Diese Erfindung wird durch die nachstehenden Beispiele weiter 
veranschaulicht , die nicht als einschrankend aufgefaSt werden 
sollen. Die Inhalte samtlicher, in dieser Patentanmeldung zitier- 
ter Literaturstellen, Patentanmeldungen, Patente und verof fent- 
lichter Patentanmeldungen sind hierrfiit durch Bezugnahme aufgenom- 

35 men. 

Beispiele 

Beispiel 1: Praparation der gesamten genomischen DNA aus Coryne- 
40 bacterium glutamicum ATCC13 032 

Eine Kultur von Corynebacterium glutamicum (ATCC 13 032) wurde 
liber Nacht bei 30°C unter starkem Schlitteln in BHI-Medium (Difco) 
geziichtet. Die Zellen wurden durch Zentrifugation geerntet, der 
45 Uberstand wurde verworfen, und die Zellen wurden in 5ml Puffer I 
(5% des Ursprungsvo lumens der Kultur - samtliche angegebenen Vo- 
lumina sind fiir 100 ml Kulturvolumen berechnet) resuspendiert . 
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Zusammensetzung von Puffer I: 140,34 g/1 Saccharose, 2,46 g/1 
MgS04 • 7 H2O, 10 ml /I KH2P04-Losung (lOOg/1, mit KOH auf pH-Wert 
6,7 eingestellt) , 50 ml/1 M12-Konzentrat (10 g/1 (NH4)2S04, 1 g/1 
NaCl, 2 g/1 MgS04 • 7 H2O, 0,2 g/1 CaCl2, 0,5 g/1 Hefe-Extrakt 
5 (Difco), 10 ml/1 Spurenelemente-Mischung (200 mg/1 FeS04 • H2O, 10 
mg/1 ZnS04 * 7 H2O, 3 mg/1 MnCl2 * 4 H2O, 30 mg/1 H3BO3, 20 mg/1 
C0CI2 • 6 H2O, 1 mg/1 NiCl2 * 6 H2O, 3 mg/1 Na2Mo04 • 2 H2O, 500 mg/1 
Komplexbildner (EDTA oder Ci tronensaure) , 100 ml/1 Vitamingemisch 
(0,2 ml /I Biotin, 0,2 mg/1 Folsaure, 20 mg/1 p-Aminobenzoesaure, 

10 20 mg/1 Riboflavin, 40 mg/1 Ca-Panthothenat , 140 mg/1 Nikotin- 

saure, 40 mg/1 Pyridoxolhydrochlorid, 200 mg/1 Myo-Inositol ) . Ly- 
sozym wurde in einer Endkonzentration von 2,5 mg/ml zur Suspen- 
sion gegeben. Nach etwa 4 Std. Inkubation bei 3 7®C wurde die Zell- 
wand abgebaut, und die erhaltenen Protoplasten wurden durch Zen- 

15 trifugation geerntet. Das Pellet wurde einmal mit 5 ml Puffer I 
und einmal mit 5 ml TE- Puffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH-Wert 
8) gewaschen. Das Pellet wurde in 4 ml TE-Puffer resuspendiert , 
und 0,5 ml SDS-Losung (10%) und 0,5 ml NaCl-Losung (5 M) wurden 
zugegeben. Nach Zugabe von Proteinase K in einer Endkonzentration 

20 von 2 00 pig/ml wurde die Suspension etwa 18 Std. bei 37°C inku- 
biert. Die DNA wurde durch Extraktion mit Phenol, Phenol-Chloro- 
f orm-Isoamylalkohol und Chlorof orm-Isoamylalkohol mittels Stan- 
dard-Verf ahren gereinigt. Dann wurde die DNA durch Zugabe von 
1/50 Volumen 3 M Natriumacetat und 2 Volumina Ethanol, anschlie- 

25 Sender Inkubation fur 3 0 min bei -2 0°C und 3 0 min Zentrifugation 
bei 12 000 U/min in einer Hochgeschwindigkeitszentrif uge mit einem 
SS34-Rotor (Sorvall) gefallt. Die DNA wurde in 1 ml TE-Puffer ge- 
lost, der 20 jig/ml RNase A enthielt, und fur mindestens 3 Std. 
bei 4°C gegen 1000 ml TE-Puffer dialysiert. Wahrend dieser Zeit 

30 wurde der Puffer 3mal ausgetauscht . Zu Aliquots von 0,4 ml der 
dialysierten DNA-L.osung wurden 0,4 ml 2 M LiCl und 0,8 ml Ethanol 
zugegeben. Nach 3 0 min Inkubation bei -2 0°C wurde die DNA durch 
Zentrifugation gesammelt (13 000 U/min, Biofuge Fresco, Heraeus, 
Hanau, Deutschland) . Das DNA-Pellet wurde in TE-Puffer gelost. 

35 Durch dieses Verfahren hergestellte DNA konnte fiir alle Zwecke 
veirwendet werden, einschlieSlich Southern-Blotting oder zur Kon- 
struktion genomischer Banken. 

Beispiel 2: Konstruktion genomischer Corynejbacteriu/n glutamicum 
40 (ATCC13 032 ) -Banken in Escherichia coli 

Ausgehend von DNA, die wie in Beispiel 1 beschrieben hergestellt 
wurde, wurden gemaS bekannter und gut eingefuhrter Verfahren 
(siehe bspw. Sambrook, J. et al. (1989) "Molecular Cloning: A 
45 Laboratory Manual" . Cold Spring Harbor Laboratory Press oder 
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Ausubel, F.M. et al. (1994) "Current Protocols in Molecular Bio- 
logy", John Wiley & Sons) Cosmid- und Plasmid-Banken hergestellt. 

Es lieS sich jedes Plasmid Oder Cosmid einsetzen. Besondere Ver- 
5 wendung fanden die Plasmide pBR322 (Sutcliffe, J.G. (1979) Proc. 
Natl Acad. Sci. USA, 75:3737-3741); pACYC177 (Change & Cohen 
(1978) J. Bacteriol. 134:1141-1156); Plasmide der pBS-Reihe 
(pBSSK+, pBSSK- und andere; Stratagene, LaJolla, USA) oder 
Cosmide, wie SuperCosl (Stratagene, LaJolla, USA) oder Lorist6 
10 (Gibson, T.J. Rosenthal, A., und Waterson, R.H. (1987) Gene 53: 
283-286. 



Beispiel 3 : DNA-Sequenzierung und Computer-Funktionsanalyse 

15 Genomische Banken, wie in Beispiel 2 beschrieben, wurden zur DNA- 
Sequenzierung gemaS Standard-Verf ahren, insbesondere dem Kette- 
nabbruchverf ahren mit ABI377-Sequenziermaschinen (s. z.B. Flei- 
schman, R.D. et al . (199 5) "Whole-genome Random Sequencing and 
Assembly of Haemophilus Influenzae Rd. , Science 269:496-512) 

20 verwendet. Die Sequenzierprimer mit den folgenden Nukleotid- 
sequenzen wurden verwendet: 5 ' -GGAAACAGTATGACCATG-3 ' oder 
5 ' -GTAAAACGACGGCCAGT-3 ' . 



Beispiel 4: In-vivo-Mutagenese 

25 

In vivo-Mutagenese von Corynejbacteriu/n glutamicum kann durchge- 
fiihrt werden, indem eine Plasmid- (oder andere Vektor-) DNA durch 
E.coli Oder andere Mikroorganismen (z.B. Bacillus spp. oder He- 
fen, wie Saccharomyces cerevisiae) geschleust wird, die die Inte- 

30 gritat ihrer genetischen Information nicht auf rechterhalten kon- 
nen. Ubliche Mutators tamme weisen Mutationen in den Genen fiir das 
DNA- Reparatur system auf (z.B., mutHLS, mutD, mutT, usw. , zum Ver- 
gleich siehe Rupp, W.D. (1996) DNA repair mechanisms, in: Esche- 
richia coli and Salmonella, S. 2277-2294, ASM: Washington). Diese 

35 Stamme sind dem Fachmann bekannt. Die Verwendung dieser Stamme 
ist bspw. in Greener, A. und Callahan, M. (1994) Strategies 
7:32-3 4 veranschaul icht . 

Beispiel 5: DNA-Transfer zwischen Escherichia coli und Corynehac- 
40 terium glutamicum 

Mehrere Corynejbac terium- und Brevijbacteriu/n-Arten enthalten endo- 
gene Plasmide (wie bspw. pHMl519 oder pBLl) die autonom replizie- 
ren (fur einen Uberblick siehe bspw. Martin, J.F. et al . (1987) 
45 Biotechnology 5:137-146). Shuttle-Vektoren fur Escherichia coli 
und Corynejbacteriunj glutamicum lassen sich leicht mittels Stan- 
dard-Vektoren fiir E. coli konstruieren (Sambrook, J. et al . , 
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(1989), "Molecular Cloning: A Laboratory Manual", Cold Spring 
Harbor Laboratory Press oder Ausubel, F.M. et al . (1994) "Current 
Protocols in Molecular Biology", Jolin Wiley & Sons), denen ein 
Replikationsursprung flir und ein geeigneter Marker aus Corynebac- 
5 terium glutamicum beigegeben wird. Solche Replikationsurspirunge 
werden vorzugsweise von endogenen Plasmiden entnommen, die aus 
Corynejbacteriuin- und Srevijbacterti u/n- Arten isoliert worden sind. 
Besondere Verwendung als Trans format ionsmarker fiir diese Arten 
sind Gene fiir Kanamycin-Resistenz (wie solche, die vom Tn5- oder 

10 Tn-903-Transposon stammen) oder fur Chloramphenicol (Winnacker, 
E.L. (1987) "From Genes to Clones - Introduction to Gene Techno- 
logy, VCH, Weinheim) . Es gibt zahlreiche Beispiele in der Litera- 
tur fiir die Herstellung einer groEen Vielzahl von Shuttle-Vekto- 
ren, die in E. coli und C. giuta/nicu/n replizieren und fiir ver- 

15 schiedene Zwecke verwendet werden konnen, einschlieSlich Gen- 
tiberexpression (siehe bspw. Yoshihama, M. et al . (1985) J. 
Bacteriol. 162:591-597, Martin, J.F. et al . , (1987) 
Biotechnology, 5:137-146 und Eikmanns, B.J. et al . (1992) Gene 
102:93-98) . 

20 

Mittels Standard-Verf ahren ist es moglich, ein Gen von Interesse 
in einen der vorstehend beschriebenen Shuttle-Vektoren zu klonie- 
ren und solche Hybrid- Vektoren in Corynebacterixim glutamicum- 
Stamme einzubringen. Die Transformation von C. glutamicum laSt 

25 sich durch Protoplastentransf ormation (Kastsumata, R. et al., 

(1984) J. Bacteriol. 159:306-311), Elektroporat ion (Liebl, E. et 
al., (1989) FEMS Microbiol. Letters, 53:399-303) und in Fallen, 
bei denen spezielle Vektoren verwendet werden, auch durch Konju- 
gation erzielen (wie z.B. beschrieben in Schafer, A., et (1990) 

30 J. Bacteriol. 172:1663-1666). Es ist ebenfalls moglich, die 

Shuttle-Vektoren fiir C. glutamicum auf E. coli zu iibertragen, in- 
dem Plasmid-DNA aus C. glutamicum (mittels im Fachgebiet bekann- 
ter Standard-Verf ahren) prapariert und in E. coli transf ormiert 
wird. Dieser Transf ormationsschritt kann mit Standard-Verf ahren 

35 erfolgen, jedoch wird vorteilhaf terweise ein Mcr-def izienter E, 
coIi-Stamm verwendet, wie NM522 (Gough & Murray (1983) J. Mol. 
Biol. 166:1-19) . 

Beispiel 6: Bestimmung der Expression des mutanten Proteins 

40 

Die Beobachtungen der Aktivitat eines mutierten Proteins in einer 
transf ormierten Wirtszelle beruhen auf der Tatsache, daE das mu- 
tante Protein auf ahnliche Weise und in ahnlicher Menge expri- 
miert wird wie das VJildtyp-Protein . Ein geeignetes Verf ahren zur 
45 Bestimmung der Transkriptionsmenge des mutanten Gens (ein Anzei- 
chen fiir die mRWA-Menge, die fiir die Translation des Genprodukts 
verfiigbar ist) ist die Durchf iihrung eines Northern-Blots (s. 
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bspw. Ausubel et al., (1988) Current Protocols in Molecular Bio- 
logy, Wiley: New York), wobei ein Primer, der so ausgestaltet 
ist, daS er an das Gen von Interesse bindet, mit einer nachweis- 
baren (gewohnlich radioaktiven oder chemilumineszierenden) Mar- 
5 kierung versehen wird, so daE - wenn die Gesamt-RNA einer Kultur 
des Organismus extrahiert, auf einem Gel aufgetrennt, auf eine 
stabile Matrix ubertragen und mit dieser Sonde inkubiert wird - 
die Bindung und die Quantitat der Bindung der Sonde das Vorliegen 
und auch die Menge der mRNA fur dieses Gen anzeigt. Diese Infor- 
10 mation ist ein Hinweis auf das AusmaS der Transkription des 

mutanten Gens. Gesamt-Zell-RNA laSt sich durch verschiedene Ver- 
fahren aus CorynejbacteriuTn glutamicum isolieren, die im Fachge- 
biet bekannt sind, wie in Bormann, E.R. et al . , (1992) Mol. Mi- 
crobiol. 6:317-32 6 beschrieben. 

15 

Zur Bestimmung des Vorliegens oder der relativen Menge an Pro- 
tein, das von dieser mRNA translatiert wird, konnen Standard- 
Techniken, wie Western-Blot, eingesetzt werden (s. bspw. Ausubel 
et al . (1988) "Current Protocols in Molecular Biology", Wiley, 

20 New York) . Bei diesem Verfahren werden Gesamt-Zellproteine extra- 
hiert, durch Gelelektrophorese aufgetrennt, auf eine Matrix, wie 
Nitrocellulose, ubertragen und mit einer Sonde, wie einem Anti- 
korper, die an das gewiinschte Protein spezifisch bindet, inku- 
biert, . Diese Sonde ist gewohnlich mit einer chemilumineszieren- 

25 den oder colorimetrischen Markierung versehen, die sich leicht 
nachweisen laSt . Das Vorliegen und die beobachtete Menge an Mar- 
kierung zeigt das Vorliegen und die Menge des gesuchten Mutanten- 
proteins in der Zelle an. 

30 Beispiel 7: Wachstum von genetisch verandertem Corynebac Cerium 
glutamicum - Medien und Anzuchtbedingungen 

Genetisch veranderte Corynehakterien werden in synthetischen oder 
naturlichen Wachst\amsmedien gezuchtet . Eine Anzahl unterschiedli- 

35 Cher Wachstumsmedien fiir Corynebakterian sind bekannt und leicht 
erhaltlich (Lieb et al. (1989) Appl. Microbiol. Biotechnol. 
32:205-210; von der Osten et al . (1998) Biotechnology Letters 
11:11-16; Patent DE 4 120 867; Liebl (1992) "The Genus 
Corynebacterium" , in: The Procaryotes, Bd. II, Balows, A., et 

40 al . , Hrsg. Springer-Verlag) . Diese Medien bestehen aus einer oder 
mehreren Kohlenstof f quellen, Stickstof f quellen, anorganischen 
Salzen, vitaminen und Spurenelementen . Bevorzugte Kohlenstof f- 
quellen sind Zucker, wie Mono-, Di- oder Polysaccharide. Sehr 
gute Kohlenstof f quellen sind bspw. Glucose, Fructose, Mannose, 

45 Galactose, Ribose, Sorbose, Ribulose, Lactose, Maltose, Saccha- 
rose, Raffinose, Starke oder Cellulose. Man kann Zucker auch uber 
komplexe Verbindungen, wie Melassen, oder andere Nebenprodukte 
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der Zucker-Raf f inierung zu den Medien geben. Es kann auch vor- 
teilhaft sein, Gemische verschiedener Kohlenstof f cjuellen zuzuge- 
ben. Andere mogliche Kohlenstof f quellen sind Alkohole und organi- 
sche Sauren, wie Methanol, Ethanol, Essigsaure Oder Milchsaure. 
5 Stickstoff quellen sind gewohnlich organische Oder anorganische 
Stickstof f verbindungen oder Materialien, die diese Verbindungen 
enthalten. Beispielhaf te Stickstof f quellen ijinfassen Ammoniak-Gas 
Oder Ammoniumsalze, wie NH4CI oder (NH4)2S04, NH4OH, Nitrate, 
Harnstoff, Aminosauren oder komplexe Stickstof f quellen, wie Mais- 
10 quellwasser, Sojamehl, Sojaprotein, Hefeextrakt, Fleischextrakt 
und andere. 

Anorganische Salzverbindungen, die in den Medien enthalten sein 
konnen, umfassen die Chlorid-, Phosphor- oder Sulfatsalze von 

15 Calcium, Magnesiiam, Natrium, Kobalt, Molybdan, Kalium, Mangan, 
Zink, Kupfer und Eisen. Chelatbildner konnen zum Medium gegeben 
werden, um die Metallionen in Losung zu halten. Besonders geei- 
gnete Chelatbildner \amfassen Dihydroxyphenole, wie Catechol oder 
Protocatechuat , oder organische Sauren, wie Citronensaure. Die 

20 Medien enthalten iiblicherweise auch andere Wachstumsf aktoren, wie 
Vitamine oder Wachstumsf orderer, zu denen bspw. Biotin, Ribofla- 
vin, Thiamin, Folsaure, Nikotinsaure, Panthothenat und Pyridoxin 
gehdren. Wachstumsf aktoren und Salze stammen haufig von komplexen 
Medienkomponenten, wie Hefeextrakt, Melassen, Maisquellwasser und 

25 dergleichen. Die genaue Zusammensetzung der Medienverbindungen 
hangt stark vom jeweiligen Experiment ab und wird flir jeden spe- 
zifischen Fall individuell entschieden. Information iiber die Me- 
dienoptimierung ist erhaltlich aus dem Lehrbuch "Applied Micro- 
biol. Physiology, A Practical ^proach" (Hrsg. P.M. Rhodes, P.F. 

30 Stanbury, IRL Press (1997) S. 53-73, ISBN 0 19 963577 3). Wach- 
stumsmedien lassen sich auch von kommerziellen Anbietern bezie- 
hen, wie Standard 1 (Merck) oder BHI (Brain heart infusion, 
DIFCO) und dergleichen. 

35 Samtliche Medienkomponenten werden, entweder durch Hitze (20 min 
bei 1,5 bar und 121^^0 oder durch Sterilf iltration, sterilisiert . 
Die Komponenten konnen entweder zusammen oder notigenfalls ge- 
trennt sterilisiert werden. Samtliche Medienkomponenten konnen zu 
Beginn der Anzucht zugegen sein oder wahlfrei kontinuierlich oder 

40 chargenweise hinzugegeben werden. 

Die Anzuchtbedingungen werden fiir jedes Experiment gesondert de- 
finiert. Die Temperatur sollte zwischen 15*^C und 45*'C liegen und 
kann wahrend des Experimentes konstant gehalten oder verandert 
45 werden. Der pH-Wert des Mediums sollte im Bereich von 5 bis 8,5, 
vorzugsweise um 7,0 liegen, und kann durch Zugabe von Puffem zu 
den Medien auf rechterhalten werden. Ein beispielhaf ter Puffer fiir 



BASF Aktiengesellschaft 992914 



O.2. 0050/50697 DE 



53 

diesen Zweck ist ein Kaliumphosphatpuf f er . Synthetische Puffer, 
wie MOPS, HEPES; ACES usw. , konnen altemativ Oder gleichzeitig 
verwendet werden. Der Anzucht-pH-Wert lal^t sich wahrend der An- 
zucht auch durch Zugabe von NaOH Oder NH4OH konstant halten. Wer- 
5 den komplexe Medienkomponenten, wie Hef e-Extrakt , verwendet, 

sinkt der Bedarf an zusatzlichen Puffern, da viele komplexe Ver- 
bindungen eine hohe Puf f erkapazitat aufweisen. Beim Einsatz eines 
Ferment ers fiir die Anzucht von Mikroorganismen kann der pH-Wert 
auch mit gasf5rmigem Ammoniak reguliert werden. 

10 

Die Inkubationsdauer liegt gewohnlich in einem Bereich von mehre- 
ren Stunden bis zu mehreren Tagen. Diese Zeit wird so ausgewahlt, 
daS sich die maximale Menge Produkt in der Briihe ansammelt. Die 
offenbarten Wachstumsexperimente konnen in einer Vielzahl von Be- 

15 haltern, wie Mikrotiterplatten, Glasrohrchen, Glaskolben oder 

Glas- Oder Metallf ermentern \interschiedlicher GroSen durchgefiihrt 
werden. Zum Screening einer groSen Anzahl von Klonen sollten die 
Mikroorganismen in Mikrotiterplatten, Glasrohrchen oder Schuttel- 
kolben entweder mit oder ohne Schikanen, geziichtet werden. Vor- 

20 zugsweise werden 100-ml-Schuttelkolben verwendet, die mit 10% 

(bezogen auf das Volumen) des erf order lichen Wachstumsmediums ge- 
fiillt sind. Die Kolben sollten auf einem Kreiselschiittler (Ampli- 
tude 25 mm) mit einer Geschwindigkeit im Bereich von 100-300 U/ 
min geschiittelt werden. Verdampf ungsverluste konnen durch Auf- 

25 rechterhalten einer feuchten Atmosphare verringert werden; alter- 
nativ sollte fur die Verdampf ungsverluste eine mathematische Kor- 
rektur durchgefiihrt werden. 



Werden genetisch modifizierte Klone untersucht, sollte auch ein 
30 unmodif izierter Kontrollklon oder ein Kontrollklon getestet wer- 
den, der das Basisplasmid ohne Insertion enthalt. Das Medium wird 
auf eine ODeoo von 0,5 - 1,5 angeimpft, wobei Zellen verwendet 
werden, die auf Agarplatten, wie CM-Platten (10 g/1 Glucose, 2,5 
g/1 NaCl, 2 g/1 Harnstoff, 10 g/1 Polypepton, 5 g/1 Hefeextrakt, 
35 5 g/1 Fleischextrakt, 22 g/1 Agar pH-Wert 6,8 mit 2 M NaOH) , die 
bei 3 0°C inkubiert worden sind, geziichtet wurden. Das Animpfen der 
Medien erfolgt entweder durch Einbringen einer Kochsalzlosung von 
C. giuta/nicu/n- Zellen von CM-Platten oder durch Zugabe einer fliis- 
sigen Vorkultur dieses Bakteriums. 

40 

Beispiel 8: In-vitro-Analyse der Funktion mutanter Proteine 

Die Bestimmung der Aktivitaten und kinetischen Parameter von En- 
zymen ist im Fachgebiet gut bekannt. Experimente zur Bestimmung 
45 der Aktivitat eines bestimmten veranderten Enzyms miissen an die 
spezifische Aktivitat des Wildtypenzyms angepaSt werden, was in- 
nerhalb der Fahigkeiten des Fachmann liegt. Uberblicke liber En- 
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zyme im allgemeinen sowie spezifische Einzelheiten, die die 
Struktur, Kinetiken, Prinzipien, Verfahren, Anwendungen und Bei- 
spiele zur Bestirranung vieler Enzymaktivitaten betreffen, konnen 
bspw. in den nachstehenden Literaturstellen gefunden werden: Di- 
5 xon, M. , und Webb, E.C: (197 9) Enzymes, Longmans, London; Fersht 
(1985) Enzyme Structure and Mechanism, Freeman, New York; Walsh 
(1979) Enzymatic Reaction Mechanisms. Freeman, San Francisco; 
Price, N.C., Stevens, L. (1982) Fundamentals of Enzymology. 
Oxford Univ. Press: Oxford; Boyer, P.D: Hrsg. (1983) The Enzymes, 

10 3. Aufl., Academic Press, New York; Bisswanger, H. (1994) 

Enzymkinetik, 2. Aufl. VCH, Weinheim (ISBN 3527300325) ; Berg- 
meyer, H.U. , Bergmeyer, J., GraSl, M. Hrsg. (1983-1986) Methods 
of Enzymatic Analysis, 3. Aufl. Bd. I-XII, Verlag Chemie: 
Weinheim; und Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry 

15 (1987) Bd. A9, "Enzymes", VCH, Weinheim, S. 352-363. 

Die Aktivitat von Proteinen, die an DNA binden, kann durch viele 
gut eingefuhrte Verfahren gemessen werden, wie DNA-Banden-Shif t- 
Assays (die auch als Gelretardations-Assays bezeichnet werden) . 

20 Die Wirkung dieser Proteine auf die Expression anderer Molekiile 
kann mit Reportergen-Assays (wie in Kolmar, H. et al., (1995) 
EMBO J. 14:3895-3904 und den darin zitierten Literaturstellen be- 
schrieben) gemessen werden. Reportergen-Testsysteme sind wohlbe- 
kannt und fur Anwendiingen in pro- und eukaryotischen Zellen eta- 

25 bliert, wobei Enzyme, wie beta-Galactosidase, Griin-Fluoreszenz- 
Protein \and mehrere andere verwendet werden. 

Die Bestimmung der Aktivitat von Membran-Transportproteinen kann 
gemaS Techniken, wie sie in Gennis, R.B. (1989) "Pores, Channels 
30 and Transporters", in Biomembranes , Molecular Structure and Func- 
tion, Springer: Heidelberg, S. 85-137; 199-234; und 270-322 be- 
schrieben sind, erfolgen. 

Beispiel 9: Analyse des Einflusses von mutiertem Protein auf die 
35 Produktion des gewunschten Produktes 

Die Wirkung der genetischen Modifikation in C. glutamicum auf die 
Produktion einer gewunschten Verbindung (wie einer Aminosaure) 
kann bestimmt werden, indem die modif izierten Mikroorganismen un- 

40 ter geeigneten Bedingungen (wie den vorstehend beschriebenen) ge- 
ziichtet werden und das Medium und/oder die zellularen Komponenten 
beziiglich der erhohten Produktion des gewunschten Produktes (d.h. 
einer Aminosaure) untersucht wird/werden. Solche Analysetechniken 
sind dem Fachmann wohlbekannt und umfassen Spektroskopie, Diinn- 

45 schichtchromatographie, Farbeverf ahren verschiedener Art, enzyma- 
tische und mikrobiologische Verfahren sowie analytische Chromato- 
graphie, wie Hochleistungs-Fllissigkeitschromatographie (s. bspw. 
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Ullman, Encyclopedia of Industrial Chemistry, Bd. A2 , S. 89-90 
und S. 443-613, VCH: Weinheim (1985); Fallon, A., et al . , (1987) 
"Applications of HPLC in Biochemistry" in: Laboratory Techniques 
in Biochemistry and Molecular Biology, Bd. 17; Rehm et al . (1993) 
5 Biotechnology, Bd. 3, Kapitel III: "Product recovery and 

purification", S. 469-714, VCH: Weinheim; Belter, P. A. et al . 
(1988) Bioseparations : downstream processing for Biotechnology, 
John Wiley and Sons; Kennedy, J.F. und Cabral , J.M.S. (1992) 
Recovery processes for biological Materials, John Wiley and Sons; 
10 Shaeiwitz, J. A. und Henry, J.D. (1988) Biochemical Separations, 
in Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, Bd. B3 ; Kapi- 
tel 11, S. 1-27, VCH: Weinheim; und Dechow, F.J. (1989) Separa- 
tion and purification techniques in biotechnology, Noyes Publica- 
tions) . 

15 

Zusatzlich zur Messung des Fermentationsendproduktes ist es eben- 
falls moglich, andere Komponenten der Stof f wechselwege zu analy- 
sieren, die zur Produktion der gewiinschten Verbindung veirwendet 
werden, wie Zwischen- und Nebenprodukte, urn die Gesamt-Ef f izienz 

20 der Produktion der Verbindung zu bestimmen. Die Analyseverf ahren 
\amfassen Messungen der Nahrstof fmengen im Medium (bspw. Zucker, 
Kohlenwasserstof f e, Stickstof f quellen, Phosphat und andere lo- 
nen) , Messungen der Biomassezusammensetzung und des Wachstums, 
Analyse der Produktion gemeinsamer Metabolite von Biosynthesewe- 

25 gen und Messungen von Gasen, die wahrend der Fermentation erzeugt 
werden, Standardverf ahren fur diese Messungen sind in Applied Mi- 
crobial Physiology; A Practical i^proach, P.M. Rhodes und P.F. 
Stanbury, Hrsg. IRL Press, S. 103-129; 131-163 und 165-192 (ISBN: 
019963 5773) und den darin angegebenen Literaturstellen beschrie- 

30 ben. 

Beispiel 10: Reinigung des gewiinschten Produktes aus C. glutami- 
cum-Kultur 

35 Die Gewinnung des gewiinschten Produktes aus C. glutamicum-Zellen 
Oder aus dem Uberstand der vorstehend beschriebenen Kultur kann 
durch verschiedene, im Fachgebiet bekannte Verf ahren erfolgen. 
Wird das gewiinschte Produkt von den Zellen nicht sezerniert, kon- 
nen die Zellen aus der Kultur durch langsame Zentrif ugation ge- 

40 erntet werden, die Zellen konnen durch Standard-Techniken, wie 
mechanische Kraft oder Ultraschallbehandlung, lysiert werden. Die 
Zelltrummer werden durch Zentrif ugation entfernt, und die Uber- 
standsf raktion, die die loslichen Proteine enthalt, wird zur wei- 
teren Reinigung der gewiinschten Verbindung erhalten. Wird das 

45 Produkt von den C. gl u ta/ni cum- Zellen sezerniert, werden die Zel- 
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len durch langsame Zentrif ugation aus der Kultur entfernt, und 
die Uberstandsf raktion wird zur weiteren Reinigung behalten. 

Die Uberstandsf raktion aus beiden Reinigungsverf ahren wird einer 
5 Chromatographie mit einem geeigneten Harz unterworfen, wobei das 
gewiinschte Molekul entweder auf dem Chromatographieharz zuruckge- 
halten wird, viele Verunreinigungen in der Probe jedoch nicht, 
Oder die Verunreinigungen auf dem Harz zuriickbleiben, die Probe 
hingegen nicht. Diese Chromatographieschritte konnen notigenfalls 

10 wiederholt werden, wobei die gleichen oder andere Chroma togra- 
phieharze verwendet werden. Der Fachmann ist in der Auswahl der 
geeigneten Chromatographieharze und ihrer wirksamsten Anwendung 
fiir ein bestimmtes zu reinigendes Molekul bewandert. Das gerei- 
nigte Produkt kann durch Filtration oder Ultrafiltration konzen- 

15 triert und bei einer Temperatur aufbewahrt werden, bei der die 
Stabilitat des Produktes maximal ist. 

Im Fachgebiet sind viele Reinigungsverf ahren bekannt, und das 
vorhergehende Reinigungsverf ahren soli nicht einschrankend sein. 
20 Diese Reinigungstechniken sind bspw. beschrieben in Bailey, J.E. 
& Ollis, D.F. Biochemical Engineering Fundamentals, McGraw-Hill: 
New York (1986) . 

Die Identitat und Reinheit der isolierten Verbindungen kann durch 
25 Techniken des Standes der Technik bestimmt werden. Diese umfassen 
Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie (HPLC) , spektroskopi- 
sche Verf ahren, Farbeverf ahren, Dlinnschichtchromatographie, NIRS, 
Enzymtest oder mikrobiologische Tests. Diese Analyseverf ahren 
sind zusammengef aSt in: Patek et al . (1994) Appl. Environ. 
30 Microbiol. 60:133-140; Malakhova et al . (1996) Biotekhnologiya 11 
27-32; und Schmidt et al . (1998) Bioprocess Engineer. 19:67-70. 
Ulmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry (1996) Bd. A27, 
VCH: Weinheim, S. 89-90, S. 521-540, S. 540-547, S. 559-566, 
57 5-581 und S. 581-587; Michal, G (199 9) Biochemical Pathways: An 
35 Atlas of Biochemistry and Molecular Biology, John Wiley and Sons; 
Fallon, A. et al . (1987) Applications of HPLC in Biochemistry in: 
Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, 
Bd. 17. 

40 Aquivalente 

Der Fachmann erkennt oder kann - indem er lediglich Routinever- 
fahren verwendet - viele Aquivalente der erf indungsgemaSen spezi- 
fischen Ausf iihrungsf ormen feststellen. Diese Aquivalente sollen 
45 von den nachstehenden Patentansprlichen umfaSt sein. 
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Tabelle 1: Gene der Patentanmeldung 
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RXN03113 translatiert von RXN03113 ( 5526 ) von 1 bis 1599 

VLDFLAANPLIALWILAVGLAIGQIRVFGLSLGAAAVLFVALWSTANTDIVIPMIVYQLGLAMFVYVIGLSAGPAFFSEFA 
KKGWKLTIFMLLLLATLIGLAWVLIKSLGLDAAIGTGMFTGALTSTPGMAAWELIEGIDPSLASEPVIGYSLAYPGAVLGSI 
WAAVGAKLLKVNHREDARKEGMITAPLVWKGVQLKPGITGRVGDLPRLAGESIIATRIVDDPHTHRLADPDLPITEGMELLI 
NGTEEAVDRAIKALGEERETKIEDTELIYTRLTVSSPEVAGRTVAELDTVAHGFMIARIRQGDSEWPKPDTVINYSDRIRW 
VAPGRVAEVRRFLGDSEKSLADVNLLPLAIGLSLGLLLGAIPIPLPGGTTMSLGFGGGPIIAGLILGALKHTGPLTWQMPFHA 
NRTISTLGLALFLAGVGTSAGAGFRAALTDSSSLIYMAGGLVITLASALLCAVIGMWVLRLRWDEAMGVAAGTTTNPAIISYL 
NGQTGTDLANRGYATVYPTAMIGKILGAQILFLLL 

RXN03113 - 5 '-Region 

GTTGGATCTTGCATTGAAAAAATGAAAACCTCGTCGGGAATGCAACTTGGGATCACGTCTCGGGCAAGAAACGTCCTTAAAAA 
AAGGGGAGTGATTGTGA 

RXN03113 - kodierende Region 

GTGCTTGATTTCTTAGCTGCGAACCCGCTGATTGCGCTGGTGGTTATTTTGGCCGTTGGTTTAGCAATTGGTCAGATTAGGGT 
CTTTGGCCTTTCTTTAGGTGCCGCCGCGGTGCTGTTTGTGGCCCTGGTGGTTTCAACTGCAAATACCGACATCGTCATCCCCA 
TGATTGTTTATCAGCTGGGCTTGGCGATGTTCGTTTATGTCATCGGTTTGTCCGCCGGACCAGCATTTTTCAGTGAGTTCGCT 
AAAAAGGGCTGGAAGCTCACCATCTTTATGCTCCTGCTGCTGGCAACACTGATTGGTTTGGCGTGGGTGCTTATTAAGTCACT 
GGGGCTTGATGCAGCGATCGGTACCGGTATGTTCACCGGCGCGCTGACCTCGACTCCCGGTATGGCAGCGGTCGTGGAATTGA 
TTGAAGGAATCGATCCAAGCCTTGCCAGTGAACCTGTTATTGGTTATTCCTTGGCATATCCGGGAGCCGTGCTGGGATCCATT 
GTGGTGGCCGCGGTTGGAGCGAAACTGCTCAAAGTAAATCACCGGGAAGATGCTCGAAAAGAAGGCATGATCACCGCACCGCT 
GGTGTGGAAGGGTGTGCAGCTCAAACCTGGAATCACAGGCAGGGTGGGAGATCTTCCACGCCTTGCAGGTGAAAGTATCATCG 
CAACCCGCATTGTGGATGATCCACATACACACCGCCTCGCGGATCCAGATCTGCCGATTACTGAAGGCATGGAACTGTTGATC 
AACGGCACTGAAGAAGCCGTGGATCGGGCAATTAAGGCGTTGGGTGAAGAACGCGAAACCAAAATTGAGGACACAGAGCTGAT 
CTACACCCGCCTGACGGTATCTAGCCCTGAGGTTGCAGGTAGAACCGTTGCTGAGCTTGATACTGTAGCTCACGGATTCATGA 
TTGCCCGTATCCGCCAGGGCGATTCTGAGGTAGTGCCTAAACCTGACACCGTGATCAACTACTCTGACCGCATCCGCGTGGTG 
GTTGCTCCTGGTCGTGTGGCTGAAGTGCGACGATTCTTAGGGGACTCTGAAAAGTCCCTTGCTGATGTTAATCTGCTGCCTTT 
AGCCATCGGATTATCTCTTGGCCTGTTGTTGGGCGCGATCCCGATTCCTCTTCCAGGCGGCACCACGATGTCCCTTGGCTTTG 
GTGGCGGCCCGATTATTGCCGGCCTGATTTTGGGAGCACTCAAGCACACAGGACCGCTGACGTGGCAGATGCCGTTCCACGCC 
AACCGCACGATCTCCACCTTGGGCCTGGCGCTGTTTTTGGCTGGTGTGGGTACCTCTGCAGGTGCAGGATTTAGAGCTGCGCT 
TACCGATTCCTCCTCCTTGATCTACATGGCCGGTGGCTTGGTGATCACCTTGGCCTCTGCGCTGCTGTGTGCTGTGATCGGCA 
TGTGGGTACTCAGGTTGAGGTGGGATGAAGCCATGGGTGTTGCCGCTGGCACCACCACAAATCCTGCAATTATTTCCTATCTG 
AATGGGCAAACCGGAACGGATCTTGCCAACAGGGGATATGCCACTGTGTACCCCACGGCGATGATCGGTAAAATCCTCGGCGC 
GCAGATATTGTTCTTGCTGCTC 



RXN03113 - 3 '-Region 
TAAGGTGATTTTTGGGCAGTGGT 



BASF Aktiengesellscliaft 



992914 



O.Z. 0050/50697 DE 



RXN03059 translatiert von RXN03059 ( 9601 ) von 1 bis 480 

MNSGSTMRRISLRNIGAHKVRLFLTVLAWLGTSFVSGAMMFTNALSSTFDEAIASSFDGVDVWSPNGASEVQGVPVETVES 
LREDSRINHLNINGSQTWLADADSKAIQTTGGSSLSIYYSADDAVAQAPELAEGEAPTGTEEVLASKAGAEANGLE 

RXN03059 - 5 '-Region 

GTGTCATTTTCTTGGCGGACGGTCGTATCGTGAACCAGTTGTTTGATCCCACCATCGAGGAAATCTTGGCCACGATGAACGGA 
ATTGAGGATATTGCCTA 

RXN03 059 - kodierende Region 

ATGAATTCCGGTTCCACAATGCGCAGAATCAGTCTGCGCAATATTGGCGCGCACAAGGTCAGGCTGTTTTTGACAGTTCTGGC 
AGTGGTGCTCGGCACGTCTTTTGTTTCCGGCGCGATGATGTTTACCAACGCGCTGTCCTCCACTTTTGATGAGGCTATTGCCA 
GCAGCTTTGACGGCGTGGATGTGGTGGTTTCACCAAACGGTGCATCAGAGGTGCAGGGTGTTCCTGTTGAGACGGTTGAATCT 
TTGCGTGAGGATTCCCGCATCAACCATCTCAACATCAACGGTTCCCAGACTGTCGTTCTGGCGGATGCTGATTCCAAGGCAAT 
TCAAACGACTGGGGGATCGTCGTTAAGCATTTATTACAGCGCGGACGACGCGGTTGCCCAGGCACCTGAATTGGCTGAGGGAG 
AGGCACCGACTGGCACCGAAGAGGTGCTTGCCTCGAAGGCGGGCGCTGAGGCGAATGGCCTGGAG 

RXN03059 - 3 '-Region 
TAGGGGACCAGATCTTGGTCGTG 



BASF Aktiengesellsclia£t 992914 
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RXN03001 translatiert von RXN03001 ( 9853 ) von 1 bis 453 

MDWLTIPLFLVNEILAVPAFLIGIITAVGLGAMGRSVGQVIGGAIKATLGFLLIGAGATLVTASLEPLGAMIMGATGMRGVVP 
TNEAIAGIAQAEYGAQVAWLMILGFAISLVLARFTNLRYVLLNGHHVLLMCTMLTMVLATGRVDAWIF 

RXN03001 - 5 » -Region 

CCCGGTTCACGTGATCAATGACTTCACGAGCACCGATGAAATCGATGCTGCGCTTCGTGAACGCTACGACATCTAACTACTTT 
AAAAGGACGAAAATATT 

RXN03001 - kodierende Region 

ATGGACTGGTTAACCATTCCTCTTTTCCTCGTTAATGAAATCCTTGCGGTTCCGGCTTTCCTCATCGGTATCATCACCGCCGT 
GGGATTGGGTGCCATGGGGCGTTCCGTCGGTCAGGTTATCGGTGGAGCAATCAAAGCAACGTTGGGCTTTTTGCTCATTGGTG 
CGGGTGCCACGTTGGTCACTGCCTCCCTGGAGCCACTGGGTGCGATGATCATGGGTGCCACAGGCATGCGTGGTGTTGTCCCA 
ACGAATGAAGCCATCGCCGGAATCGCACAGGCTGAATACGGCGCGCAGGTGGCGTGGCTGATGATTCTGGGCTTCGCCATCTC 
TTTGGTGTTGGCTCGTTTCACCAACCTGCGTTATGTCTTGCTCAACGGACACCACGTGCTGTTGATGTGCACCATGCTCACCA 
TGGTCTTGGCCACCGGAAGAGTTGATGCGTGGATCTTC 
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RXN02957 translatiert von RXN02957 ( 2405 ) von 1 bis 291 

MQTAQGGRVYTSLMDEKSLSPLIGLPGRENIGLGRHVfflGLSTMLRVLNGIVYWLLFATGLWQGIIPTSWDVFPEAWETLKVY 
LGFRAPGIEHFTPL 

RXN02957 - 5 '-Region 

GCATGCTATTGCGCTCCGGGTGGGAGATTCTGTCGTCCATGCCGCGGTTGTGGTGGCGCAATGACTGCGCCCCGGGCACGGAA 
TGGCTCCGGGTCACCAA 

RXN02957 - kodierende Region 

ATGCAAACTGCCCAAGGAGGAAGGGTCTACACCTCACTGATGGACGAGAAGTCCCTTTCCCCGTTGATCGGTCTGCCGGGTCG 
GGAGAACATCGGCCTGGGCCGACACTGGCACGGTCTGTCGACGATGTTGCGGGTGCTCAACGGCATCGTCTACGTCGTTCTGC 
TGTTCGCCACCGGGCTGTGGCAAGGCATTATCCCCACCTCCTGGGACGTCTTCCCCGAGGCGTGGGAGACATTGAAGGTTTAC 
CTGGGCTTTCGTGCCCCAGGCATCGAGCACTTCACCCCCCTA 

RXN02957 - 3 '-Region 
TGACGCCTTGCAAATGCTGGGCT 



BASF A>ct:iengesellsclia£t: 



992914 



O.Z. 0050/50697 DE 



RXN02932 translatiert von RXN02932 ( 938 ) von 1 bis 972 

VSKTEEGRSAAIIIYAFPTFILLGAIIAFIFPEPFIPLTNYINIFLTIIMFTMGLTLTVPDFQMVLKRPLPILIGWAQFVIM 
PFLAIWAKMFNLNPALAVGLLMLGSVPGGTSSNVIAFLARGDVALSVTMTSVSTIVSPIMTPFLMLMLAGTETAVDGGGMAW 
TLVQTVLLPVIIGLVLRVFLNKWIDKILPILPYLSILGIGGWFGAVAANAERLVSVGLIVFVAVIVHNVLGYWGYLTGRVF 
KFPEAANRTMAIEIGTQSAGLASGMAGRFFTPEAALPGAVAALVHNITGAVYVGLVRNRPLTKASRKKESVAVSS 

RXN02932 - 5' -Region 

CACTACTGCGTTAAGGTATGAAAGTTCGCACACCAGCGATTTAATTCTGTGCCCACCACTAGCACGACCATTTCAGTTTTAAC 
TTTCTTGGAGTTTTCTA 

RXN029 32 - kodierende Region 

GTGTCCAAAACAGAAGAAGGCCGTTCAGCGGCCATAATTATTTACGCGTTTCCAACTTTCATTCTGCTGGGCGCGATCATTGC 
GTTTATCTTCCCGGAACCATTCATTCCGCTGACAAACTACATTAATATCTTCCTCACGATCATCATGTTCACCATGGGTTTGA 
CCTTGACGGTGCCCGATTTTCAGATGGTGCTTAAACGTCCACTGCCTATCTTGATCGGTGTAGTAGCGCAGTTTGTCATCATG 
CCATTCCTGGCGATCGTGGTTGCGAAAATGTTCAACCTCAACCCAGCACTCGCCGTTGGCCTTCTCATGCTGGGATCCGTTCC 
GGGTGGCACCTCCTCCAATGTGATTGCGTTTCTCGCCCGAGGAGATGTCGCGCTATCGGTCACCATGACCTCTGTGTCCACCA 
TTGTTTCCCCAATCATGACGCCTTTCCTCATGCTCATGCTGGCAGGTACTGAAACCGCCGTCGATGGTGGAGGCATGGCGTGG 
ACTTTGGTACAAACAGTGCTGCTGCCTGTGATCATCGGCCTAGTTCTGCGTGTCTTCTTGAACAAGTGGATCGACAAGATTTT 
GCCGATCCTTCCTTATCTCTCCATCCTCGGTATCGGTGGCGTGGTGTTCGGCGCAGTCGCAGCCAACGCGGAACGACTCGTGT 
CTGTCGGACTCATCGTGTTCGTTGCAGTTATCGTGCACAACGTACTTGGATACGTTGTGGGATACCTCACCGGCCGTGTATTC 
AAATTCCCAGAAGCAGCAAACCGCACCATGGCGATTGAAATCGGAACCCAATCCGCAGGCCTCGCATCGGGAATGGCAGGACG 
^^ATTCTTCACCCCAGAAGCAGCCCTTCCAGGTGCTGTCGCTGCCTTGGTCCACAACATCACCGGCGCAGTTTATGTTGGGCTGG 
TACGAAACAGGCCTTTGACTAAGGCATCAAGGAAGAAGGAATCCGTCGCGGTTTCCAGC 

RXN02932 - 3 '-Region 
TAACTTATTTGCTGCCCGTTAGA 
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CODIERENDE GENE NEUER PROTEINE VON CORYNEBACTERIUM GLUTAMICUM 
Zusammenf assung der Offenbarung 

5 

Isolierte Nukleinsauremolekiile, die als MCP-Nukleinsauremoleklile 
bezeichnet warden und neue MCP-Proteine aus Corynebacterium glu~ 
tamicum codieren, werden beschrieben. Die Erfindung stellt zudem 
Antisense-Nukleinsauremolekule, rekombinante Expressionsvektoren, 

10 die MCP-Nukleinsauremolekiile enthalten, und Wirtszellen, in die 
die Expressionsvektoren eingebracht worden sind, bereit. Sie 
stellt weiterhin isolierte MCP-Proteine, mutierte MCP-Proteine, 
Fusionsproteine, antigene Peptide und Verfahren zur Verbesserung 
der Produktion einer gewiinschten Verbindung aus C. glutamicum be- 

15 reit, die auf der genetischen Manipulation von MCP-Genen in die- 
sem Organismus beruhen. 
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